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¡LA FUENTE DE LA VIDA! Escultura de Carlos Ferreira de la Torre (1913-1990).  
 
Conocida también como “El hombre del CIB” por su localización en la fachada del 
edificio donde se ubicó originalmente (y hasta hace 3 años) el Centro de Investiga-
ciones Biológicas en el número 144 de la calle Velázquez de Madrid. En la actuali-
dad una copia de la obra se encuentra en el jardín del nuevo CIB en la Ciudad Uni-
versitaria. 
“El hombre del CIB” fue en su origen una fuente y era la representación alegórica 
de “La lucha del hombre contra las enfermedades”: el agua que salía de la pared 
simbolizaba la vida humana que se escapa; el hombre científico ponía todo su     
esfuerzo en contener ese escape, aunque sus intentos resultaban finalmente infruc-





Muchas de las propiedades de las proteínas, como su localización, funcionalidad y 
actividad, entre otras, se regulan por medio de las modificaciones postraducciona-
les. Estas alteraciones en la composición química de los polipéptidos aumentan la 
complejidad del proteoma de las células y su regulación dinámica. Entre los diver-
sos tipos de modificación postraduccional de proteínas se encuentran las modifica-
ciones de cisteínas por lípidos, que tienen una especial importancia en la localiza-
ción subcelular y en las interacciones proteína-proteína. En este trabajo hemos es-
tudiado dos aspectos de estas modificaciones: hemos explorado el papel de la iso-
prenilación y palmitoilación de la GTPasa de bajo peso molecular RhoB sobre sus 
niveles de expresión y hemos desarrollado una metodología para la identificación 
proteómica de dianas de modificación por lípidos electrófilos, utilizando como mo-
delo la 15-desoxi-Δ12,14-prostaglandina J2. En relación con este segundo aspecto 
hemos estudiado los efectos del tratamiento de células con lípidos electrófilos sobre 
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15d-PGJ2  15desoxi-Δ12,14-Prostaglandina J2 
BAEC  Células endoteliales de aorta bovina 
cDNA  Ácido desoxirribonucleico codificante 
CHX   Cicloheximida 
COX   Ciclooxigenasa 
DNA   Ácido desoxirribonucleico  
FPP   Farnesil pirofosfato 
FT   Farnesil transferasa 
FTI   Inhibidor de la Farnesil transferasa 
GAP   Proteína activadora de la hidrólisis de GTP por la GTPasa  
GDP   Guanosina difosfato 
GEF   Factor que estimula el intercambio de GDP con GTP  
Gfp   Proteína fluorescente verde 
GGPP  Geranilgeranil pirofosfato 
GGT   Geranilgeranil transferasa 
GGTI  Inhibidor de la geranilgeranil transferasa 
GTP   Guanosina trifosfato 
GTPasa  Enzima que hidroliza el GTP a GDP 
HMG-coA  Hidroxi-metil-glutaril-coenzima A 
IEF   Isoelectroenfoque 
LPS   Lipopolisacárido 
MALDI  Ionización/desorción mediante Láser, Asistida por Matriz 
mRNA  Ácido ribonucleico mensajero 
PAGE  Electroforesis en gel de poliacrilamida 
PAT   Transferasa de ácido palmítico 
PPAR  Receptor activado por inductores de proliferación peroxisomal 
PVDF  Polivinilideno de Fluoro 
RMC  Células mesangiales de rata 
RNA   Ácido ribonucleico 
SB Strep Blot: Proceso de transferencia de proteínas, analizadas por 
SDS-PAGE, a membrana de PVDF y detección de las proteínas 
biotiniladas con estreptavidina-peroxidasa mediante quimiolumini-
scencia. 
SDS   Dodecil sulfato de sodio 
Sv   Simvastatina 
TOF   Tiempo de vuelo 
Tris   Tris-(hidroximetil)-aminometano 
tRNA  Ácido ribonucleico de transferencia 




























 1. Modificaciones Postraduccionales 
 
 2. Modificaciones postraduccionales lipídicas 
  2.1 Isoprenilación 
   2.1.1 Inhibición de la isoprenilación 
    Inhibidores específicos de la isoprenilación 
    Inhibición indirecta de la isoprenilación: las Estatinas 
 2.1.2 GTPasas de bajo peso molecular como sustratos de 
isoprenilación 
    La GTPasa RhoB 
  2.2 Palmitoilación (S-acilación) 
  2.3 Modificación por lípidos electrófilos 
   2.3.1 La 15-desoxi-Δ12,14-PGJ2 
 3. El citoesqueleto 










Materiales de cultivos 











Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), inmunoblot y Strep Blot 
Electroforesis en dos dimensiones 












































Purificación de proteínas unidas a 15d-PGJ2 biotinilada mediante el uso de resina 
de avidina 






1. Isoprenilación y palmitoilación de proteínas 
• Efectos de estatinas sobre GTPasas de bajo peso molecular 
• Estudio del efecto de metabolitos de la ruta de biosíntesis del colesterol 
sobre el aumento de la proteína RhoB provocado por Sv. 
• Estudio de los efectos de la Sv sobre los niveles de mRNA de RhoB. 
• Estudio de la regulación de la expresión de RhoB por la modulación de 
la actividad de proteínas G. 
• El tratamiento con Sv aumenta la estabilidad de la proteína RhoB. 
• Efecto de la isoprenilación de RhoB en su estabilidad. 
• Efectos de la inhibición de la palmitoilación sobre la estabilidad de 
RhoB 
• La isoprenilación y la palmitoilación de RhoB determinan su localiza-
ción. 
• Estudio de mecanismos de proteólisis implicados en la degradación de 
RhoB.  




2. Modificación de proteínas por el lípido electrófilo 15-desoxi-
Δ12,14-prostaglandina J2 
• Caracterización de los efectos biológicos de un análogo biotinilado de 
la 15d-PGJ2 en relación con el compuesto original. 
• Caracterización de la unión de la 15d-PGJ2 biotinilada a proteínas en 
células intactas. 
• Diseño y desarrollo experimental para la identificación de proteínas 
diana de la 15d-PGJ2. 
• Efectos del tratamiento con 15d-PGJ2 sobre las dianas identificadas. 
• El colapso de los filamentos intermedios provocado por 15d-PGJ2 de-





















































1. Regulación de la expresión de proteínas G, y en particular 
de RhoB por la inhibición de la isoprenilación. 
• Las estatinas inducen un marcado aumento de RhoB. 
• Las estatinas modulan los niveles de proteína de RhoB inhibiendo la 
isoprenilación de proteínas. 
• La inhibición de la actividad de GTPasas de bajo peso molecular modu-
la los niveles de mRNA de RhoB. 
• La inhibición de la isoprenilación confiere más estabilidad a la proteína 
RhoB. 
• La palmitoilación de RhoB en la cisteína 192 es importante para su lo-
calización y degradación. 
• La degradación de RhoB ocurre de manera independiente de la función 
del proteasoma y precisa tráfico y maduración vesicular. 
 
2. Identificación de proteínas diana de modificación por lípidos 
electrófilos. 
• Comprobación de los efectos biológicos de la 15d-PGJ2 biotinilada y de 
su capacidad de unión a proteínas en células. 
• Identificación de proteínas diana de la 15d-PGJ2 biotinilada. 
• Las proteínas del citoesqueleto son dianas de modificación por la 15d-
PGJ2 biotinilada.  
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Introducción 
Las proteínas, complejas moléculas orgánicas, están expuestas desde su tra-
ducción (síntesis) a los efectos de su entorno, tanto químico como enzimático. Des-
de los primeros estudios realizados sobre proteínas, se observaron alteraciones re-
producibles en sus propiedades que se relacionaron con modificaciones de su com-
posición química (revisado en Uy y Wold, 1977). Estas modificaciones se asocian 
con procesos dinámicos del entorno de la proteína y se recogen en el término modi-
ficaciones postraduccionales. Algunas son indispensables para el funcionamiento 
adecuado de las proteínas y forman parte del proceso de maduración que es nece-
sario para su función o su localización en el compartimiento celular apropiado. En 
otros casos, la modificación postraduccional constituye un mecanismo esencial pa-
ra la regulación dinámica de la actividad de ciertas enzimas en respuesta a estímu-
los del entorno celular. En los últimos años, la búsqueda de nuevos fármacos se 
está centrando en compuestos que afectan directa o indirectamente a modificacio-
nes postraduccionales de proteínas clave en el desarrollo de diversas patologías.  
 Las modificaciones postraduccionales pueden ser de muy diferente naturaleza 
dependiendo del agente modificante y de la estructura química de los residuos 
afectados. Los residuos de cisteína son especialmente sensibles a la modificación 
por diversos agentes dada la reactividad del grupo tiol, y constituyen un elemento 
clave en la señalización por alteraciones del estado redox celular. La modificación 
de residuos de cisteína por lípidos, sea enzimática o no, y su relevancia fisiopatoló-
gica, ofrece un campo amplio para estudios de especificidad, intervención farmaco-
lógica y repercusión funcional.  
En este trabajo hemos profundizado en el estudio de algunos aspectos de 
las modificaciones de cisteínas por lípidos, en concreto, de la isoprenilación de pro-
teínas y de la palmitoilación, que en algunos casos, como en ciertas proteínas G de 
bajo peso molecular, ocurre en residuos de cisteína próximos a los residuos isopre-
nilados. También hemos explorado la modificación por lípidos electrófilos que pue-
den unirse a residuos de cisteína por mecanismos no enzimáticos. Para ello hemos 
utilizado como compuesto modelo la 15-desoxi-Δ12,14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2). 
Dicha prostaglandina posee estructura ciclopentenona y se genera por deshidrata-
ción de productos del metabolismo del ácido araquidónico por la vía de las ciclooxi-
genasas. 
En el caso de la isoprenilación y la palmitoilación hemos explorado sus con-
  
secuencias sobre los niveles de GTPasas de la superfamilia Ras, y en concreto, 
sobre la expresión, localización, funcionalidad y vida media de RhoB. En el caso de 
los prostanoides con estructura ciclopentenona, hemos desarrollado un método pa-
ra la identificación de nuevas dianas de la 15d-PGJ2, y hemos estudiado la repercu-
sión funcional de la modificación en el caso de la vimentina, que es la proteína inte-
grante de los filamentos intermedios y que resultó ser la diana mayoritaria de la 
15d-PGJ2 en células mesangiales de rata (RMC).  
 
1. Modificaciones Postraduccionales 
 
Cualquier cambio en la composición de la proteína en relación con su com-
posición inicial, se puede definir como modificación postraduccional (Walsh, 2005; 
wikipedia.org, 2006). Las modificaciones postraduccionales constituyen el mecanis-
mo más importante de regulación de la funcionalidad, actividad, localización y vida 
media de las proteínas. Pueden ocurrir espontáneamente o enzimáticamente, e in-
cluyen la adición covalente o la alteración química de residuos de la proteína o la 
eliminación de aminoácidos por proteólisis controlada. La mayoría inducen cambios 
de conformación del polipéptido, que resultan en alteraciones en la actividad y/o 
función del mismo, o bien en exposición de residuos que a su vez podrían interac-
cionar de modo distinto con su entorno. Otras modificaciones, generalmente por 
adición de moléculas, forman señales de reconocimiento o de localización, indu-
ciendo interacciones que serían poco probables sin ellas. 
La mayoría de dichas modificaciones proteicas constituyen instrumentos de 
procesos dinámicos de las células, como la señalización intracelular. Incluso las 
modificaciones no enzimáticas generalmente son específicas para determinados 
residuos de grupos concretos de proteínas. Situaciones como el exceso de agentes 
oxidantes y alquilantes, o algunas mutaciones, pueden conducir a la modificación 
incontrolada de proteínas y provocar estados patológicos (Nystrom, 2005). General-
mente las células poseen mecanismos de defensa contra dichas situaciones y con-
troles de calidad de proteínas.  
Las modificaciones postraduccionales pueden clasificarse atendiendo a di-
versos criterios. En la tabla 1 se presenta una de las posibles clasificaciones de las 





Tabla 1: Algunas modificaciones postraduccionales, su mecanismo de acción y sus 
efectos. La distribución en grupos no es excluyente y algunas modificaciones podrían consi-





Modificación Mecanismo Estabilidad Efecto sobre la proteína diana 
Eliminación de aminoácidos 
Eliminación de la Metionina 1 Enzimático Irreversible Obligatorio para la mayoría de las proteínas 
de eucariotas 
Proteólisis Enzimático Irreversible Funcionalidad, maduración 
Adición de grupos químicos 
Residuos inorgánicos 
Fosforilación Enzimático Reversible 
Cambios de actividad, estructura o 
localización y en interacciones con otras 
moléculas 
Nitrosilación Espontáneo Reversible Funcionalidad 
Nitración Espontáneo Irreversible Funcionalidad 
Hidroxilación Enzimático Irreversible Funcionalidad, reconocimiento 
Péptidos y macromoléculas  
Ubiquitinación Enzimático Irreversible Localización, degradación, funcionalidad 
Sumoilación Enzimático Irreversible Localización, degradación, funcionalidad 
Glutationilación Espontáneo / 
Enzimático 
Reversible Funcionalidad 
Formación puentes disulfuro Espontáneo / 
Enzimático 
Reversible Plegamiento, funcionalidad 
Glicosilación Enzimático Reversible Funcionalidad, localización, secreción 
Lípidos 
Miristoilación Enzimático Irreversible Localización 
Isoprenilación Enzimático Irreversible Localización, funcionalidad e interacciones 
con otras proteínas 
Adición de grupo de glicosil-
fosfatidil-inositol (anclaje GPI) 
Enzimático Reversible Secreción 
Palmitoilación Espontáneo / 
Enzimático 
Reversible Localización 
Modificación por lípidos 
electrófilos 
Espontáneo Irreversible / 
Reversible 
Funcionalidad, localización 
Otros derivados metabólicos 
Adición de Michael Espontáneo Irreversible / 
Reversible 
Funcionalidad 
Metilación Enzimático Reversible Funcionalidad 
Acetilación Enzimático Reversible Funcionalidad 
Ribosilación por ADP Enzimático Irreversible Actividad 
  
Modificaciones como la miristoilación, la glicosilación y la isoprenilación, en-
tre otras, son imprescindibles para que la proteína diana desempeñe su función co-
rrectamente. Otras, especialmente las reversibles, juegan el papel de interruptores 
de la actividad de su diana. Modificaciones como la poliubiquitinación, son señales 
de degradación, en contraste con otras que alargan la vida media de la proteína o 
que facilitan la ocurrencia de nuevas modificaciones. 
Además, se consideran modificaciones postraduccionales el plegamiento 
asistido de las proteínas y su ensamblaje en homo- o hetero-multímeros estables, 
aunque la composición inicial del polipéptido no cambie. 
 
2. Modificaciones postraduccionales lipídicas 
 
Como modificación lipídica se podría definir cualquier tipo de unión covalente 
de un lípido a un polipéptido. Existen uniones mediadas por enzimas, y también re-
acciones espontáneas dependientes de la naturaleza del lípido y del entorno del 
aminoácido diana.  
Dos modificaciones enzimáticas muy importantes para el correcto funciona-
miento celular pertenecen a este grupo: la miristoilación y la isoprenilación. Las dos 
contribuyen a la correcta localización de las proteínas diana en la fracción de mem-
brana de las células, así como a su tráfico intracelular (revisado en Resh, 2004). En 
el caso de la primera, una molécula de ácido mirístico (ácido graso saturado de 14 
carbonos) se une covalentemente a la glicina 1 (después de la eliminación de la 
metionina 1) por acción de la N-miristoil-transferasa, que reconoce una secuencia 
específica de aminoácidos. Proteínas tan importantes como la quinasa c-Src o la 
eNOS  están sometidas a dicha modificación (Glover et al., 1988; Liu y Sessa, 
1994). Por el contrario, la isoprenilación, que se describirá ampliamente más ade-
lante, ocurre en el carboxilo terminal de numerosas proteínas. 
En el caso de las modificaciones lipídicas no enzimáticas existe una gran va-
riedad tanto de dianas como de lípidos involucrados. El metabolismo celular y sobre 
todo las situaciones de estrés oxidativo pueden dar lugar a una amplia variedad de 
productos de peroxidación lipídica y productos de degradación de ácidos grasos 
que son compuestos electrófilos que pueden interaccionar con las proteínas por 





tos compuestos pueden formar aductos de Michael con residuos nucleófilos de las 
proteínas como las histidinas, lisinas y cisteínas, como se detallará posteriormente, 
o forman bases de Schiff uniéndose a grupos amino de las proteínas. En algunos 
casos, los lípidos responsables de estas modificaciones pueden causar alteracio-
nes patológicas. El 4-hidroxinonenal, por ejemplo, que se genera en concentracio-
nes elevadas en situaciones de estrés oxidativo, está implicado en patologías como 
el Alzheimer, por su capacidad de modificar una gran variedad de proteínas 
(Petersen y Doorn, 2004; Uchida, 2000), entre ellas la proteína tau, subunidades 
del neurofilamento (NFH y NFM), e histonas de las neuronas. 
Por otra parte, una modificación de emergente importancia para la localiza-




La isoprenilación es la unión de lípidos isoprenoides a cisteínas mediante un 
enlace tio-éter. Existen más de 300 proteínas isopreniladas diferentes en el proteo-
ma humano (revisado en McTaggart, 2006). Según la naturaleza de los isoprenoi-
des se define como farnesilación, si se trata de la unión de grupo farnesil, o geranil-
geranilación, si se trata de la unión del grupo geranilgeranil (fig. 1). Es una modifica-










































ción enzimática que ocurre a continuación de la traducción de la proteína, tras el 
reconocimiento de la proteína diana por la farnesil transferasa (FT) o las geranil-
geranil transferasas (GGT) I y II.  
La FT y la GGT I son responsables de la isoprenilación de la mayoría de 
las proteínas isopreniladas. Reconocen residuos de cisteína que se encuentran 
en la proximidad del extremo carboxilo terminal de determinadas proteínas for-
mando parte de una secuencia llamada caja CAAX (“CAAX box” en inglés). La se-
cuencia CAAX es clave para el reconocimiento y la modificación por la correspon-
diente transferasa. C, es la cisteína que resulta isoprenilada, los aminoácidos A 
pueden ser cualquier aminoácido alifático. El aminoácido X determina si la proteí-
na va a ser modificada por la FT si se trata de serina, metionina, alanina, o gluta-
mina, o por la GGT I si se trata de leucina (revisado en Sinensky, 2000). En los 
últimos años se ha observado que existen proteínas que pueden encontrarse tan-
to farnesiladas como geranilgeraniladas en distintas proporciones, aunque según 
la regla mencionada, sólo se deberían modificar por uno de los dos isoprenoides 
(Adamson et al., 1992a; Armstrong et al., 1995). Este fenómeno ocurre sobre todo 
en situaciones de escasez de isoprenoides, o tras el uso de inhibidores específi-
cos de una de las dos transferasas. Así, por ejemplo, en células tratadas con un 
inhibidor de la FT, proteínas que normalmente se farnesilan pueden encontrarse 
modificadas con geranilgeranil, o no modificadas. Se ha propuesto que la posibili-
dad de modificación alternativa está relacionada con la naturaleza de los aminoá-
cidos alifáticos (A) de la secuencia CAAX (Hartman et al., 2005; Hicks et al., 
2005).  
La GGT II actúa con la ayuda de la proteína REP (Rab escort protein) y re-
conoce sobre todo las secuencias carboxilo-terminales CAC, donde C es cisteína 
y A cualquier aminoácido alifático, y CC, pero también puede reconocer las se-
cuencias CCX, CCXX, CCXXX y CXXX, dependiendo de la naturaleza de los ami-
noácidos X (Desnoyers et al., 1996; Maurer-Stroh et al., 2003). Esta GGT es es-
pecífica de la familia de las RhoGTPasas de bajo peso molecular llamadas Rab, 
que está formada por alrededor de sesenta miembros. La GGT II es capaz de 
transferir una o dos moléculas de geranilgeranil en el caso de que haya dos cisteí-
nas.  





añadidas, necesarias para su maduración, que consisten en la proteólisis de los 
tres aminoácidos distales a la cisteína isoprenilada, que es mediada por una endo-
proteasa específica de proteínas isopreniladas, y finalmente, en la formación de un 
metil-éster en el grupo carboxilo de la cisteína que se ha convertido en el nuevo 
aminoácido terminal, que es llevada a cabo por una metiltransferasa de proteínas 
isopreniladas (Sinensky, 2000). 
La incorporación del grupo farnesil o geranilgeranil en la cadena peptídica le 
confiere un aumento de hidrofobicidad. Dichos grupos, en sí, no consiguen anclar 
de manera estable la proteína a la bicapa lipídica, sino solamente aumentan la posi-
bilidad de que ésta se encuentre en un entorno membranoso. Para un anclaje más 
estable, algunas proteínas contienen varios residuos básicos cerca de su carboxilo-
terminal, mientras que otras contienen cisteínas que se pueden palmitoilar. Otras 
posibles funciones de la isoprenilación incluyen su influencia en interacciones pro-
teína-proteína, su reconocimiento directo por otras proteínas, así como su papel en 
el procesamiento adicional de las proteínas isopreniladas (McTaggart, 2006). 
 
2.1.1 Inhibición de la isoprenilación 
 Inhibidores específicos de las prenil-transferasas. 
En los últimos años el desarrollo de inhibidores específicos de la FT y de la 
GGT ha cobrado interés por la implicación de proteínas isopreniladas en diversas 
patologías humanas, como el cáncer (revisado en Adjei et al., 2000; Cohen et al., 
2000; Fritz y Kaina, 2006). Actualmente diversos inhibidores de la FT se encuentran 
en fases avanzadas de ensayos clínicos como agentes antineoplásticos. Estos in-
hibidores se pueden clasificar en dos grupos: los peptidomiméticos y los análogos 
de los isoprenoides. Los primeros simulan las secuencias CAAX y están modifica-
dos adecuadamente para poder entrar en las células y evitar la acción de protea-
sas. Así, se unen a las transferasas y bloquean la unión de las secuencias CAAX 
de proteínas o sirven de sustratos para la isoprenilación, disminuyendo así la dispo-
nibilidad de isoprenoides libres para la modificación de las proteínas celulares. 
Ejemplos de dichos inhibidores son los usados en este trabajo, FTI-277 y GGTI-
286, y el peptidomimético inhibidor de la FT Lonafarnib, que se en encuentra en la 
fase II de ensayos clínicos. Los análogos de isoprenoides se unen a las correspon-





modificación de las proteínas. Un fármaco de este tipo, análogo de FPP, denomina-
do R115777, se encuentra en las últimas fases de ensayos clínicos. La mayoría de 
los inhibidores desarrollados muestran la capacidad de inhibir las dos prenil-
transferasas, aunque con diferente afinidad.  
 
 Inhibición indirecta de la isoprenilación: las estatinas 
Las estatinas son fármacos ampliamente usados en el tratamiento de la 
hipercolesterolemia. Inhiben la síntesis de isoprenoides y por ello inhiben indirecta-
mente la isoprenilación (Varughese et al., 2006). En realidad, fue el uso de estos 
compuestos el que condujo al descubrimiento de la modificación de proteínas por 
isoprenoides (Maltese y Sheridan, 1987). Las estatinas son inhibidores competitivos 
y reversibles de la hidroxi-metil-glutaril-coenzima A reductasa, la enzima que catali-
za la síntesis del mevalonato, que es el paso limitante en la ruta de biosíntesis del 
colesterol. Dicha ruta da lugar a numerosos productos intermedios muy importantes 
para el correcto funcionamiento de la célula, entre ellos los isoprenoides (Goldstein 
y Brown, 1990)(fig. 2). Así, por ejemplo, a partir del isopentenil pirofosfato, además 
del FPP, se produce isopentenil adenina, indispensable para la producción de 
tRNA. Los propios isoprenoides, son precursores de moléculas importantes: del 
FPP se deriva el hemo A y del GGPP el dolicol y la ubiquinona. 
Cabe entender que los tratamientos tanto in vitro como in vivo con estatinas 
no suponen una inhibición total de la HMG-coA reductasa ni de la ruta biosintética 
del colesterol. En células, una inhibición total supondría la muerte celular por falta 
de tRNA para nueva síntesis de proteínas, o la desintegración de las membranas 
celulares por falta de colesterol. In vivo, la inhibición de la HMG-coA reductasa es 
parcial. Las dosis de estatinas usadas en clínica y la ingesta aseguran unos niveles 
mínimos de los productos intermedios y finales de dicha ruta biosintética. Las estati-
nas actúan principalmente en el hígado, el cual retiene la mayor parte de la dosis 
suministrada, y donde las estatinas son muy efectivas en la reducción de la produc-
ción del colesterol. Aun así, los niveles de estatinas que se han detectado en plas-
ma serían suficientemente altos (0,1-1 μM; Desager y Horsmans, 1996) para poder 
inhibir al menos parcialmente la actividad de la ruta del mevalonato en la mayoría 
de los tejidos. En una situación de inhibición parcial, la producción de unos produc-
tos u otros puede verse afectada en distinto grado dependiendo del tipo celular y de 





intermedios, podrían ver sus niveles severamente afectados por la necesidad de un 
producto final de la ruta. Sin embargo, se ha observado que sus niveles no disminu-
yen drásticamente (Tong et al., 2005), y que la isoprenilación es menos sensible a 
la inhibición por estatinas que la síntesis de esteroles como el colesterol (Sinensky 
et al., 1990). A pesar de ello, la acumulación de proteínas no isopreniladas se de-
tecta de forma temprana después del inicio del tratamiento con estatinas (Repko y 
Maltese, 1989). La reducción de disponibilidad de isoprenoides podría afectar de 
este modo a la isoprenilación de algunas proteínas, como las proteínas G heterotri-
méricas que median la señalización de los receptores de siete hélices transmem-
brana, entre los que se encuentran el receptor β-adrenérgico y el receptor muscarí-




Figura 2: Esquema simplificado de la ruta de biosíntesis del colesterol. Se muestran al-
gunos inhibidores de etapas de esta ruta, así como vías de regulación negativa. ZGA: ácido 





























portantes de señalización intracelular y en la organización del citoesqueleto 
(revisado en Hall, 2005; McTaggart, 2006). 
El elevado gasto farmacéutico en estatinas (16.400 millones de dólares de 
ingresos generados por la atorvastatina y la simvastatina en 2003) (Thayer, 2004)
refleja el intento de prevenir o tratar, con efectos adversos mínimos, patologías car-
diovasculares asociadas con la hipercolesterolemia, que son las causas más fre-
cuentes de morbi-mortalidad en las sociedades desarrolladas. En los últimos años, 
aparte de su eficacia en la reducción de los niveles del colesterol, se ha observado 
que las estatinas ejercen otros efectos beneficiosos para el organismo, indepen-
dientes de dichos niveles. La reducción de la tensión arterial, los efectos antioxidan-
tes, antiinflamatorios y antitumorales, e incluso la potencial prevención de la osteo-
porosis y del Alzheimer, todos en mayor o menor grado independientes de los nive-
les del colesterol, se han denominado efectos pleiotrópicos beneficiosos de las es-
tatinas (Arnaud et al., 2005; Dulak y Jozkowicz, 2005; Horiuchi y Maeda, 2006; Liao 
y Laufs, 2005; Miida et al., 2004).  
 
2.1.2 GTPasas de bajo peso molecular como sustratos de isopreni-
lación 
La superfamilia de las GTPasas de bajo peso molecular se compone de un 
gran número de proteínas (más de sesenta distintas) con ciertas características si-
milares (revisado en Takai et al., 2001; Wennerberg y Der, 2004). Su tamaño oscila 
entre 20 y 40 kDa y tienen una baja capacidad intrínseca de hidrolizar el nucleótido 
GTP (revisado en ). Asimismo se ha observado que la mayoría de ellas se isopreni-
lan y se pueden encontrar en fracciones de membrana. Desempeñan una función 
de “interruptores moleculares” mediante transiciones entre su forma activa, unida a 
GTP, y su forma inactiva, unida a GDP (Fig. 3) (Takai et al., 2001). La mayoría de 
ellas se encuentran en su forma inactiva unidas a proteínas inhibidoras de la diso-
ciación de GDP (GDI) (Dovas y Couchman, 2005). En presencia de determinados 
estímulos, las proteínas estimuladoras del intercambio de GDP por GTP (GEF) in-
ducen la activación de la GTPasa para participar a la transducción de determinadas 
señales (revisado en Geyer y Wittinghofer, 1997). La unión de GTP induce una se-
rie de cambios conformacionales que capacitan a la GTPasa para activar a sus 





so de transducción de la señal. La baja capacidad intrínseca de las GTPasas para 
hidrolizar el GTP se suple mediante la actuación de las proteínas GAP (inductoras 
de actividad enzimática de GTPasa) que devuelven a la GTPasa a su forma unida a 
GDP, es decir inactiva (revisado en Moon y Zheng, 2003). De todo ello se deduce 
que las GTPasas están muy estrechamente reguladas para desempeñar correcta-
mente su función (Matozaki et al., 2000).  
La superfamilia de las GTPasas de bajo peso molecular se puede clasificar 
en varias familias relacionadas entre sí. Las GTPasas que se estudiaron en primer 
lugar fueron las proteínas Ras. Entre los miembros de esta familia se encuentran 
algunos de los primeros oncogenes identificados (revisado en Barbacid, 1987). Son 
proteínas clave para la supervivencia y proliferación celular, e intervienen en nume-
rosas rutas de señalización (revisado en Ridley, 2001; Schmitz et al., 2000).  
Las GTPasas Rho se definieron como proteínas homólogas de Ras (Ras 
Figura 3: Esquema del ciclo de la activación-desactivación de la señalización de las 
GTPasas de bajo peso molecular. La forma inactiva de la proteína (en rojo) se encuentra 
unida a GDP. Para algunas GTPasas esta unión es estabilizada mediante la interacción con 
las proteínas GDI. La activación de la GTPasa de bajo peso molecular (en verde) por los GEF 
conduce a la transducción de señales por sus efectores. La activación de la hidrólisis enzimá-
tica del GTP a GDP, favorecida por las GAP, conduce a la inactivación de la GTPasa y al ce-
se de la activación de sus efectores. Las señales A, B, C y D son indicativas de la complejidad 
de la regulación. BPM: bajo peso molecular; GAP: proteína activadora del hidrólisis de GTP; 






























homolog) por su secuencia. Se han identificado más de 20 genes que codifican 
miembros de esta familia en mamíferos. Las tres isoformas de Rho, A, B y C; tres 
isoformas de Rac, 1, 2 y 3; y Cdc42 son las más estudiadas. Su función más cono-
cida es la inducción de cambios en la organización del citoesqueleto: inducción de 
fibras de estrés de actina (RhoA), formación de lamelipodia (Rac) y filopodia 
(Cdc42). Mediante numerosos efectores, las proteínas Rho regulan distintas rutas 
de señalización intracelular, muchas veces interconectadas (revisado en Hall, 2005; 
Matozaki et al., 2000). 
 
La GTPasa RhoB 
La proteína RhoB, guarda un alto grado de homología con el miembro más 
estudiado de su familia, la proteína RhoA (83% de identidad). In vitro, une los mis-
mos efectores que RhoA con afinidad parecida, pero en células parece que cada 
proteína tiene distintas dianas, lo que justificaría sus diferentes funciones (revisado 
en Wheeler y Ridley, 2004). RhoB se encuentra en la fracción particulada de las cé-
lulas, concretamente en membrana plasmática y en la cara citoplásmica de los en-
dosomas, así como en el aparato de Golgi y en vesículas peri-Golgi (Adamson et 
al., 1992b; Michaelson y Philips, 2006; Michaelson et al., 2001). Se ha demostrado 
que RhoB regula el tráfico de endosomas (Ellis y Mellor, 2000; Fernandez-Borja et 
al., 2005; Sandilands et al., 2004). Así, por ejemplo, retrasa el transporte del recep-
tor de EGF activo internalizado de los endosomas a los lisosomas, lo cual tiene un 
efecto positivo sobre la señalización por este factor (Wherlock et al., 2004). Por otra 
parte, RhoB se ha visto implicada en la modulación de la inducción de muerte celu-
lar por estrés genotóxico (Fritz y Kaina, 2000; Liu et al., 2001), así como en el tráfi-
co y señalización de proteínas como la quinasa Akt (Adini et al., 2003) y en el con-
trol de la estabilidad de c-myc (Huang et al., 2006) y se considera un supresor tu-
moral (Mazieres et al., 2004; Mazieres et al., 2005). Se ha propuesto que RhoB es 
la proteína responsable de la inducción de apoptosis tras la inhibición de la función 
del oncogen Ras por FTI (Kamasani et al., 2004; Liu et al., 2000). RhoB está sujeta 
a una serie de modificaciones postraduccionales complejas que incluyen no sólo la 
isoprenilación de su carboxilo terminal, sino la palmitoilación de las dos cisteínas 







2.2 Palmitoilación (S-acilación) 
 
La S-acilación es la adición de ácidos grasos, generalmente de palmítico 
(palmitoilación), a cisteínas de proteínas, mediante un enlace tio-éster (revisado en 
Dietrich y Ungermann, 2004). Durante muchos años se ha mantenido el debate de 
si la palmitoilación es una modificación enzimática o espontánea. Las razones que 
apoyan la posibilidad de modificación espontánea incluyen la observación de que 
algunas proteínas pueden unir palmítico in vitro, y el hecho que no se haya encon-
trado ninguna secuencia consenso de palmitoilación (revisado en Smotrys y Linder, 
2004). Sin embargo, recientemente, se han clonado proteínas con actividad palmi-
toil-transferasa, primero en Saccharomyces cerevisiae y luego en Drosophila 
(Smotrys et al., 2005; Veit et al., 2003), lo que ha conducido a la identificación tam-
bién de proteínas de mamíferos con la misma actividad (Swarthout et al., 2005). 
La palmitoilación, tanto espontánea como mediada por palmitoil-transferasas 
(PAT) supone el ataque nucleofílico del grupo sulfhidrilo desprotonado (tiolato) de la 
proteína al carbono α del palmitoil-CoA (fig. 4). Esta reacción puede ocurrir espon-
táneamente, a continuación de la desprotonación del grupo sulfhidrilo de la cisteína, 
lo cual depende del pKa de la cisteína, que resulta afectado por su entorno intra y 
extramolecular. La reacción mediada por la PAT puede llegar a ser 100 veces más 
eficiente que la espontánea, debido a la agilización de la desprotonización de la cis-
teína diana por interacciones entre proteínas, así como por la aproximación obliga-
da del palmitato a la proteína receptora, y la posibilidad de que ciertas cisteínas de 
las PAT puedan formar un tioéster intermediario (Dietrich y Ungermann, 2004; Smo-
trys y Linder, 2004; Smotrys et al., 2005).  




Figura 4: El ácido palmítico y su enlace 





ción de membrana (Dunphy et al., 1996). La mayoría de las PAT identificadas hasta 
el momento son proteínas integrales de membrana. Así, no es de extrañar que las 
proteínas diana de palmitoilación se modifiquen cuando se aproximan a entornos 
de membrana. La interacción con la membrana puede ocurrir porque dichas dianas 
sean proteínas de membrana, porque se modifiquen anteriormente por isoprenila-
ción o miristoilación, porque interaccionen con proteínas de membrana, o porque 
posean dominios que bajo determinadas condiciones puedan interaccionar con la 
membrana (revisado en Smotrys y Linder, 2004; Smotrys et al., 2005). Estas posi-
bles interacciones constituyen un modo de modulación de la palmitoilación. Ade-
más, la palmitoilación puede ser revertida mediante la acción de diversas enzimas 
entre las que se incluyen las tioesterasas de proteínas palmitoiladas, enzimas liso-
sómicas, o la tioesterasa de proteínas aciladas 1 citoplásmica. La acción de las 
tioesterasas, que pueden ser constitutivas o inducidas, y las interacciones que favo-
recen la palmitoilación constituyen un equilibrio dinámico de palmitoilación-
despalmitoilación que puede tener importantes repercusiones funcionales (Smotrys 
y Linder, 2004).  
La importancia de la palmitoilación para el correcto funcionamiento de mu-
chas proteínas y los datos que apuntan a que su inhibición puede tener efectos cito-
tóxicos, están impulsando la investigación de inhibidores específicos de este proce-
so (Dunphy y Linder, 1998). De momento existen dos inhibidores comerciales, mi-
méticos de la estructura del ácido palmítico, el 2-Br-palmitato y el 8-Br-palmitato, 
además de los ácidos grasos poliinsaturados endógenos que también pueden ejer-
cer un efecto inhibidor (Webb et al., 2000). Los dos compuestos mencionados po-
seen actividad inhibidora contra las PAT. El 2-Br-palmitato inhibe la unión del palmí-
tico a las proteínas que unen ácidos grasos (FABP), encargadas de su transporte 
intracelular. Dado que sólo recientemente se han identificado enzimas PAT en ma-
míferos, el estudio de la especificidad de dichos compuestos, así como el diseño de 
nuevos inhibidores más específicos no ha avanzado mucho. Los múltiples efectos 
de estos agentes, y su alta toxicidad no permiten su uso más que como herramien-







2.3 Modificación por lípidos electrófilos 
 Durante el metabolismo celular, así como en situaciones patológicas, se gene-
ran productos de peroxidación lipídica capaces de formar aductos estables con de-
terminados residuos de proteínas (Bogatcheva et al., 2005). Existe una gran varie-
dad de dichos productos de estrés oxidativo y nitrosativo capaces de modificar pro-
teínas (Berlett y Stadtman, 1997; Stadtman y Berlett, 1998). Entre los más estudia-
dos se encuentra el 4-hidroxi-nonenal, un α,β aldehido insaturado, producto del me-
tabolismo de los ácidos araquidónico o linoleico, capaz de reaccionar con grupos 
amino y sulfhidrilo de las proteínas. Estas modificaciones han sido implicadas en el 
daño oxidativo de proteínas asociado a numerosas patologías, entre ellas a enfer-
medades neurodegenerativas (revisado en Dianzani, 2003). Por otra parte, muchos 
de los efectos dañinos de la acumulación de lipoproteínas de baja densidad (LDL) 
oxidadas se deben a la reactividad de los lípidos oxidados que trasportan (Ceaser 
et al., 2004).  
 Los lípidos electrófilos se pueden clasificar en distintos grupos, algunos de los 
cuales se exponen en la figura 5 junto con las estructuras químicas de miembros 
típicos de cada clase. Los lípidos electrófilos, que poseen carbonilos α,β insatura-
dos, pueden reaccionar covalentemente con tioles libres de proteínas y con el gluta-






































Figura 5: Lípidos electrófilos de 
diferentes estructuras. La clase de 
los aldehidos insaturados contiene el 
mayor número de lípidos electrófilos 
y sus miembros tienen gran diversi-
dad estructural. Los asteriscos mar-





Zmijewski et al., 2005). Dicha reacción, denominada adición de Michael, implica el 
ataque nucleófilo del azufre de la cisteína, o del nitrogeno de la lisina o de la histidi-
na al carbono β del lípido electrófilo (Butterfield et al., 2002; Noyori y Suzuki, 1993; 
Schaur, 2003). Por otra parte, los lípidos que poseen grupos aldehído pueden reac-
cionar con grupos amino de proteínas formando bases de Schiff (Requena et al., 
1996; Schaur, 2003; Uchida, 2000). 
En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de la modificación de pro-
teínas por eicosanoides electrófilos con estructura ciclopentenona. Varias prosta-
glandinas e isoprostanos poseen dicha estructura ciclopentenona, que se caracteri-
za por la presencia de un grupo carbonilo α,β insaturado en el anillo de ciclopenta-
no (Chen et al., 1999; Kato et al., 1986). Los isoprostanos son productos de la pe-
roxidación no enzimática del ácido araquidónico, y pueden alcanzar altos niveles 
(más de 100 ng/g de isoprostanos con estructura ciclopentenona en hígado de rata 
sometida a tratamiento con CCl4) en determinadas condiciones de estrés oxidativo 
(Chen et al., 1999; Roberts y Morrow, 1994). Para las prostaglandinas, aunque al-
gunas se pueden generar de manera no enzimática, la que se considera como la 
vía principal de su formación es la mediada por ciclooxigenasas (COX-1 y -2), a 































Figura 6: Los productos más importantes del metabolismo del ácido araquidónico y 
las enzimas que median sus vías principales de síntesis. HETE, ácidos hidroxieicosate-





 De las prostaglandinas con estructura ciclopentenona (cPG), la más estudiada 
y la que usaremos como compuesto modelo en este trabajo es la 15-desoxi-Δ12,14-
PGJ2.  
 
2.3.1 La 15-desoxi-Δ12,14-PGJ2 
La 15d-PGJ2, como se muestra en la fig. 7, es producto de varias deshidrata-
ciones no enzimáticas de la PGD2, la cual a su vez es producto del metabolismo del 
ácido araquidónico por ciclooxigenasas y PGD-sintasas. 
Los niveles que alcanza la generación de 15d-PGJ2 in vivo, y de las prosta-
glandinas con estructura ciclopentenona en general, son difíciles de estimar debido 
a la alta reactividad del anillo ciclopentenona y a la tendencia de estos compuestos 
a acumularse en células más que en fluidos biológicos (Narumiya y Fukushima, 
1986). Así, sus concentraciones en fluidos biológicos, como la orina, oscilan en el 
rango de concentraciones desde picomolar bajo hasta nanomolar (Bell-Parikh et al., 
2003; FitzGerald et al., 1981; Thevenon et al., 2001). Por otra parte, la administra-













Figura 7: Producción de la 15-desoxi-Δ12,14-Prostaglandina J2 a partir de ácido araqui-





dependiendo de la dosis empleada. Los efectos más conocidos son los pro- y anti-
inflamatorios, que en un principio se relacionaron con su propiedad de actuar como 
ligando del receptor activado por inductores de proliferación peroxisomal isoforma γ 
(PPARγ), y más tarde se atribuyeron a su capacidad de inhibir el factor de transcrip-
ción NFκB y la ruta de su activación (Castrillo et al., 2000; Cernuda-Morollon et al., 
2001; Rossi et al., 1997; Rossi et al., 2000; Ward et al., 2002). En los últimos años, 
muchos de los efectos de la 15d-PGJ2 se han relacionado con su capacidad de mo-
dificar cisteínas de proteínas, y son, por tanto, independientes de PPAR (Oliva et 
al., 2003; Pérez-Sala et al., 2003; Sánchez-Gómez et al., 2004). De las proteínas 
identificadas como dianas de la 15d-PGJ2 no se ha podido deducir hasta el momen-
to ninguna secuencia consenso necesaria para la modificación. La adición de Mi-
chael, es decir, la formación de un enlace covalente entre el carbono electrófilo de 
la prostaglandina y el grupo sulfhidrilo (nucleófilo) de la cisteína, no depende estric-
tamente de la secuencia peptídica, sino del contexto químico de su entorno, como 
la reactividad de la cisteína, su pKa, pero también de la accesibilidad del grupo sulf-
hidrilo y el pH, que son factores clave para la eficiencia de esta modificación. Varias 
de las proteínas identificadas como dianas de la 15d-PGJ2, como H-Ras y c-jun, 
poseen varias cisteínas de las cuales generalmente sólo una se modifica, lo que 
implica la existencia de cierta selectividad en la modificación de estos residuos 
(Oliva et al., 2003; Pérez-Sala et al., 2003). Los efectos biológicos de la 15d-PGJ2, 
así como su capacidad de modificar activando (por ejemplo H-Ras) o inhibiendo 
(NFκB) determinadas proteínas importantes en procesos de inflamación o cáncer, 
confieren interés a su estudio con vistas a un potencial uso farmacológico de com-
puestos de este tipo. Tanto la 15d-PGJ2 como otros lípidos con estructura ciclopen-
tenona muestran efectos beneficiosos cuando se aplican en modelos animales para 
el estudio de diversas patologías humanas. La 15d-PGJ2 por ejemplo, ha mostrado 
efectos protectores frente a choque séptico inducido en ratones, o frente al daño 
renal y cerebral inducido por isquemia-reperfusión (Chatterjee et al., 2004; Lin et al., 
2006). También se han obtenido resultados prometedores al explorar sus propieda-
des antitumorales y antivirales en ratones (D'Onofrio et al., 1992; Straus y Glass, 
2001). Por sus efectos antitumorales, la ciclopentenona 13,14-dihidro-15-desoxi-Δ7-
PGA1 (Lipo TEI-9826) se encuentra en programa de ensayos pre-clínicos para el 





3. El citoesqueleto 
 
 La integridad, estructura, elasticidad, adhesión y migración, entre otras propie-
dades necesarias para el correcto funcionamiento de las células, dependen del ci-
toesqueleto. Éste se compone de una amplia red de homo- o hetero-polímeros de 
proteínas unidas no covalentemente, que forman fibras, túbulos o filamentos de va-
riable tamaño y organización. Dichas estructuras son dinámicas, y se ensamblan y 
se disocian continuamente para cumplir con la función del citoesqueleto en cada 
momento, según las necesidades de la célula. El citoesqueleto se compone todas 
las célula de tres tipos de fibras: los microfilamentos de actina, los filamentos inter-
medios y los microtúbulos (revisado en Alberts et al., 2002). 
 Los microfilamentos son homopolímeros bien organizados de actina, una pro-
teína de 43 kDa, de la que existen tres isotipos principales (α, β y γ), que presentan 
una alta homología de secuencia entre ellos pero que poseen distintas característi-
cas biológicas y una expresión restringida dependiendo del tipo celular. Dichos mi-
crofilamentos, de un diámetro de 7-9 nm, controlan la estructura y posible polariza-
ción de la célula, actúan como soporte para la membrana y organelas celulares y 
son responsables del movimiento microscópico (filopodia, lamelipodia, migración) y 
macroscópico (contracción muscular). En los últimos años se están describiendo 
nuevas funciones de la actina, tanto en su forma monomérica como polimerizada, 
que están relacionadas con la señalización intracelular y la supervivencia o la apo-
ptosis (revisado en Lodish et al., 2000). 
 Los microtúbulos son cilindros de 24 nm de diámetro que están constituidos 
por láminas de protofilamentos, que a su vez están formados por heterodímeros de 
α y β tubulina. Dichos dímeros unen moléculas de GTP, necesarias para su polime-
rización. En las células existen centros de organización de los microtúbulos, de 
donde parten estas estructuras. Los microtúbulos están considerados como las es-
tructuras más dinámicas del citoesqueleto por su alta tasa de polimerización-
despolimerización y su polarización. Los microtúbulos son necesarios para el tráfico 
de vesículas, los movimientos celulares y el control de la división celular. Estas pro-
piedades de los microtúbulos han constituido la base para el desarrollo de trata-
mientos antitumorales mediante el uso de fármacos estabilizadores de su estructu-





2000; Honore et al., 2005). 
 Los filamentos intermedios, aproximadamente de 10 nm de diámetro, son es-
tructuras cilíndricas compuestas de grupos asociados de homodímeros de proteí-
nas de varias clases, específicas del tipo celular, y muy divergentes en su secuen-
cia y sus características (Strelkov et al., 2003). Así, las queratinas (más de 10 tipos) 
y las citoqueratinas (más de 20 isoformas) son típicas de los filamentos intermedios 
de células epiteliales, y cada tipo celular dispone de una combinación específica de 
dichas proteínas. Por otra parte, la vimentina es típica de células mesenquimales o 
no diferenciadas, y la desmina, de músculo. Otras proteínas como la GFAP (Glial 
Fibrillary Acidic Protein) y la periferina, se encuentran específicamente en células 
del sistema nervioso. Finalmente, una clase distinta de proteínas que forman fila-
mentos intermedios es la de las laminas nucleares que configuran la red de filamen-
tos que soporta la membrana nuclear. La principal función de los filamentos inter-
medios es la de conferir resistencia mecánica a las células, aunque se están descri-
biendo nuevas funciones como la modulación de rutas de señalización (revisado en 
Lodish et al., 2000; Paramio y Jorcano, 2002).  
 
3.1 La Vimentina 
 El componente más distintivo de las células mesenquimales, como los fibro-
blastos y las células endoteliales, es la vimentina. Por su expresión característica 
en células poco diferenciadas se usa en la clínica como marcador de origen y ma-
lignidad de tumores. La inducción de la expresión de vimentina es una de las carac-
terísticas más típicas de la transición epitelio-mesenquimal, que ocurre durante la 
malignización de un tumor de origen epitelial (revisado en Hendrix et al., 1996). Por 
el contrario, la expresión de vimentina se pierde durante la diferenciación de deter-
minados tipos celulares, como las células musculares y neuronales. La vimentina 
confiere a las células resistencia mecánica y funciona como adaptador perinuclear 
de la fosfolipasa A2 (Murakami et al., 2000; Toivola et al., 2005). Los ratones defi-
cientes en vimentina pueden crecer y reproducirse, por lo que aparentemente la 
proteína no es necesaria para el desarrollo (Colucci-Guyon et al., 1994), aunque 
presentan deficiencias en la cicatrización de heridas, lo cual sugiere un papel de la 
vimentina en la motilidad celular (Eckes et al., 2000; Eckes et al., 1998). Además, 





han observado deficiencias en el metabolismo de lípidos y lipoproteínas, algo que 
no se ha podido constatar todavía en los animales transgénicos deficientes en vi-
mentina (Colucci-Guyon et al., 1994; Lieber y Evans, 1996). Un creciente número 
de evidencias sugiere que la vimentina participa en varios procesos fisiológicos o 
patológicos, relacionados con señalización intra- e intercelular y en la adquisición 
de resistencia al estrés, aunque los mecanismos moleculares subyacentes son to-

























La función correcta de las proteínas desde su traducción está estrechamente 
ligada a las modificaciones postraduccionales a las que están sometidas. Los resi-
duos de cisteína, muy reactivos por naturaleza, son diana de diversas modificacio-
nes tanto programadas como espontáneas, muchas de las cuales resultan de la for-
mación de enlaces covalentes con lípidos. En este trabajo hemos pretendido estu-
diar los efectos de la bien caracterizada isoprenilación, sobre un grupo delimitado 
de proteínas las GTPasas de bajo peso molecular. Por otra parte hemos puesto a 
punto la metodología para el estudio de las dianas de modificación por un lípido 
electrófilo, la ciclopentenona 15-desoxi-Δ12,14-Prostaglandina J2. Hasta el momento 
en que iniciamos este estudio no se disponía de procedimientos que permitieran la 
identificación a gran escala de las dianas de dicha molécula.  
Tanto la isoprenilación como la modificación por lípidos electrófilos afectan a 
residuos de cisteína y alteran las propiedades físico-químicas, estructurales y fun-
cionales de las proteínas diana. Por estas razones nos hemos propuesto los si-
guientes objetivos: 
 
A. Estudiar las implicaciones de la modificación por isoprenoides en la regulación 
de las GTPasas de bajo peso molecular. 
• Estudiar el efecto de la inhibición de la isoprenilación sobre los niveles de 
expresión de diversos miembros de la superfamilia de las GTPasas de ba-
jo peso molecular.  
 
• Analizar los mecanismos responsables de los efectos observados. 
 
 
B. Explorar la modificación de proteínas por lípidos electrófilos 
 
• Desarrollar una metodología apta para la identificación de dianas de modi-
ficación por la 15-desoxi-Δ12,14-PGJ2. 
 






















Materiales y Métodos 
Reactivos 
 
Materiales de cultivos 
 Los medios de cultivo RPMI 1640, DMEM, MEM y el medio de transfección 
Opti-MEM, así como el suero de ternera fetal, la penicilina/estreptomicina, la tripsi-
na-EDTA y la glutamina se adquirieron de Invitrogen. El material de plástico para el 
cultivo de células fue suministrado por Falcon (Beckton Dickinson). 
 
Reactivos de electroforesis 
 La acrilamida, la N,N´-metilén-bis-acrilamida, el persulfato amónico, la 
N,N,N´,N´-tetrametiletilendiamina (TEMED), el SDS, la glicina y el Tris, todos de  
grado de pureza apto para electroforesis, fueron suministrados por Bio-Rad. En la 
separación de DNA y RNA en geles de agarosa, ésta fue de grado de biología mo-
lecular, adquirida de Pronadisa. 
 
Oligonucleótidos 
 Los oligonucleótidos utilizados a lo largo del trabajo se sintetizaron de manera 
automática en un sintetizador Oligo 1000M (Beckman) o en el sintetizador Applied 
Biosystems 3400 y se purificaron en columnas de Sephadex G25, NAPTM suminis-
tradas por Amersham, en el Servicio de Química de Proteínas del CIB. 
 
Plásmidos 
 Las preparaciones de DNA plasmídico a pequeña escala se llevaron a cabo 
mediante el empleo del “High Pure Plasmid Isolation Kit” de Roche, para la obten-
ción a pequeña escala, con el “JetStar 1.0 plasmid Maxi kit” de GENOMED, para 
obtención a gran escala, y en caso de necesidad de DNA libre de endotoxinas se 
utilizó con el “EndoFree Plasmid Maxi Kit” de Qiagen. Todas las enzimas de restric-
ción utilizadas fueron de Promega. Los productos de digestión se separaron por 
electroforesis en geles de 1% de agarosa y 5 ng/ml de bromuro de etidio (SIGMA) 
en TAE, y se observaron en un transiluminador de luz ultravioleta. Para la purifica-
ción de fragmentos de DNA a partir de los geles de agarosa, se utilizó el 
“Geneclean II Kit” de Q-BIOgene. Todas las construcciones fueron verificadas me-
diante secuenciación en el Servicio de Secuenciación Automática de ADN 
(actualmente SECUGEN S.A.) del CIB. 
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-Vectores de expresión de RhoB y GFP-RhoB 
El plásmido pcDNA3-HARhoBwt, que contiene el cDNA completo de RhoB 
salvaje de rata, que codifica una proteína idéntica a la humana, en fusión con el 
epítopo de la hemaglutinina (HA) fue un regalo del Dr. Prendergast (The Wistar  
Institute, Philadelphia, PA). Las construcciones de pEGfp/HA-RhoB, pEGfp/HA-
RhoB(C193S), y pEGfp/HA-RhoB(C192S) se obtuvieron mediante la incorporación 
por PCR tanto de sitios de restricción (BglII para el 5´ y XbaI para el 3´), como de 
las mutaciones de interés, usando la polimerasa EcoTaq de ECOGEN, como DNA 
molde el pcDNA3-HA-RhoB wt y los siguientes oligonucleótidos como cebadores 
para la amplificación (en negrita, los extremos 5´ añadidos para incorporar sitios de 
restricción; en rojo, los nucleótidos de sustitución para incorporar las mutaciones):  
5’- CCAGAGAGATCTATGTACCCATACGATGTGCCAGAC -3’ común para todas las 
construcciones (se anilla en la secuencia codificante del epítopo e incorpora un sitio 
BglII en el extremo 5´ de modo que sigue el marco de lectura de Gfp);  
5´- CAGAGCTCTAGATCATAGCACCTTGCAGCAGTTGATG -3’ para la wt; 
5’- CAGAGCTCTAGATCATAGCACCTTCGAGCAGTTGATG -3’ para la C193S;  
5´- GCTCTAGATCATAGCACCTTGCACGAGTTGATGC -3´ para la C192S; 
Los productos de PCR, se digirieron con la enzima BglII y se subclonaron en 
los sitios de restricción BglII y HindIII del plásmido pEGFP-C1. Para ello dicho plás-
mido había sido previamente digerido con estas enzimas y el sitio HindIII rellenado 
usando el fragmento grande de la DNA polimerasa (Klenow) de Promega, una reac-
ción denominada “Klenow fill-in”. Las construcciones de los mutantes de HA-RhoB 
generadas, se transfirieron también al plásmido  pcDNA3.1 mediante clonaje entre 
los sitios BamHI y EcoRI. 
 
-Vectores de expresión de vimentina 
 La construcción pCMV6-XL5/h_Vimentin se adquirió de Origene. Para su sub-
clonación en el vector pEGfp-C1, en el marco de lectura de Gfp, eliminando las re-
giones no traducidas 5´ del cDNA de la vimentina humana, se procedió a la incorpo-
ración de un sitio de restricción EcoRI antes del ATG de la vimentina, por mutagé-
nesis dirigida, usando el Site Directed Mutagenesis Kit II de Stratagene, y los oligo-
nucleótidos complementarios que contienen la mutación:  
5´- CGCCACCCTCCGCAGAATTCCATGTCCACCAGGTCC -3´ y 
5´- GGACCTGGTGGACATGGAATTCTGCGGAGGGTGGCG -3´. 
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 Una vez incorporado el sitio EcoRI, la construcción se digirió con la enzima 
NotI, que corta después del 5´ de la vimentina, y los extremos cohesivos se rellena-
ron mediante Klenow fill-in. A continuación, el producto de esta reacción se purificó 
y se digirió con EcoRI, liberando así el DNA codificante de la vimentina. En parale-
lo, el vector pEGfp-C1 se digirió con las enzimas EcoRI y SmaI. Los productos de 
los dos procesos, una vez purificados, se unieron mediante la enzima T4 Ligasa de 
Promega. El producto final, pEGfp-Vimentina wt, es un vector de expresión de la 
vimentina humana en fusión con la proteína fluorescente verde.  
Una vez obtenida dicha construcción se procedió a la generación del mutante 
C328S de la vimentina, utilizando el arriba mencionado kit de mutagénesis y los oli-
gonucleótidos complementarios que contienen la mutación:  
5´- GGGCATCCACTTCAGAGGTGAGGGACTGCACC -3´ y  
5´- GGTGCAGTCCCTCACCTCTGAAGTGGATGCCC -3´ 
 
Otros reactivos 
 Los anticuerpos para inmunoblot fueron: anti-RhoB, anti-RhoA, anti-Cdc-42, 
anti-actina, anti-ubiquitina y anti-HA de Santa Cruz Biotechnology; anti-panRas-10 
(pan Ras) de Oncogene Science; anti-Rac-1, anti-Rap-2 y anti-iNOS de BD-
Transduction Labs; anti-Hsp90 y anti-Rab5 de Stressgen; anti-Hsp70/Hsc70 de 
SIGMA; anti-vimentina de Pharmacia (GE Healthcare), el anticuerpo anti-tubulina 
fue un generoso regalo de la Dra. Isabel Barasoain Blasco (Centro de Investigacio-
nes Biológicas, CSIC); anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de Da-
ko; los anticuerpos segundarios “anti-rabbit Texas Red” y “anti-mouse Alexa 488” 
de Molecular Probes (Invitrogen). La estreptavidina conjugada con peroxidasa fue 
de Amersham Biosciences. La faloidina conjugada con Alexa 568 y el 4´,6-
diamidino-2-fenilindol dicloridrato (DAPI) fueron de Molecular Probes (Invitrogen). 
La deoxicitidina 5´-trifosfato-[α-32P] (3000 Ci/mmol) se compró a Amersham. Los 
reactivos FTI-277, GGTI-286, toxina B de Clostridium difficile, exoenzima C3 de 
Clostridium botulinum, y el inhibidor de la quinasa asociada a Rho, Y-27632 se ad-
quirieron a Calbiochem-Novabiochem. Las tinciones con Coomassie coloidal se 
realizaron con el reactivo “GelCode Blue Satín Reagent” de Pierce. Las soluciones 
utilizadas (SSC, Denhardt, TAE, TBE, PBS, etc.) se prepararon según se ha descri-
to previamente (Sambrook y Russel, 2001) y los reactivos utilizados fueron de cali-
dad analítica de distintos proveedores (Merck y Sigma fundamentalmente). El agua 






 Las células endoteliales de aorta bovina (BAEC), disponibles en el laboratorio 
(Hernández-Perera et al., 1998), se utilizaron entre pases 3 y 10. Se mantuvieron 
en cultivo en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino. Para los 
experimentos aquí descritos se usaron células quiescentes, es decir, mantenidas 
en medio mínimo (RPMI 1640 sin suero) durante 24 h después de llegar a confluen-
cia. Los tratamientos se llevaron a cabo también en medio mínimo, en condiciones 
en las que no se inducían efectos tóxicos según se evaluó mediante análisis del ci-
clo celular o el test de exclusión de azul de tripán. 
 El hibridoma de células endoteliales de cordón umbilical humano con la línea 
celular A549, EA.hy926 (Edgell et al., 1983), se cultivó en medio DMEM suplemen-
tado con 10% de suero fetal bovino y los antibióticos penicilina (100 U/ml) y estrep-
tomicina (100 μg/ml). La deprivación de suero y los tratamientos se realizaron a los 
dos días después de que los cultivos llegasen a confluencia. 
 Las células mesangiales de rata (RMC), disponibles en el laboratorio (Saura et 
al., 1998), se utilizaron entre los pases 5 y 20. Se mantuvieron en cultivo en medio 
RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino, y los antibióticos penicili-
na (100 U/ml) y estreptomicina (100 μg/ml).  
 Las líneas celulares Mv1Lu (epiteliales de pulmón de visón), NIH 3T3 
(fibroblastos de ratón) y C2C12 (mioblastos de ratón) se crecieron en medio DMEM 
suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibióticos, evitando llegar a con-
fluencia. La diferenciación de los mioblastos a miotubos se llevó a cabo mediante el 
tratamiento de cultivos de las C2C12 a 80-90% de confluencia con medio DMEM 
suplementado con 2% de suero de caballo, durante tres días. 
 Las células HeLa (epiteliales de adenocarcinoma de cervix) se cultivaron en 
medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino. 
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 Todos los tipos celulares se mantuvieron en atmósfera humidificada, con 5% 
CO2 y a 37°C. 
 Los pases celulares se llevaron a cabo mediante tratamiento con tripsina-
EDTA, lavado con medio completo y resuspensión en medio fresco. 
 
Tratamientos de células 
 Todos los tratamientos se hicieron durante el tiempo indicado en medio míni-
mo. Los tratamientos de las BAEC y en algunos casos de las RMC se hicieron des-
pués de incubación de las células durante 24 h en medio mínimo, por lo que estas 
células se denominaron quiescentes. 
- Tratamientos de estimación de la estabilidad de proteína. 
 Las células se trataron con 20 μg/ml del antibiótico cicloheximida (CHX) para 
inhibir la síntesis de proteínas durante los tiempos indicados. En los casos de pre-
tratamientos o tratamientos conjuntos, como punto de 0 h se define el momento de 
añadido de la CHX. 
- Protocolo de depleción de potasio. 
 Las células se someten a choque osmótico mediante su incubación en medio 
mínimo diluido al 50% con agua durante 5 minutos a 37°C. A continuación las célu-
las se incuban a 37°C durante el tiempo deseado en tampón isotónico (140 mM 
NaCl, 20 mM HEPES pH 7,4, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2 y 1 mg/ml glucosa) con o 
sin 10 mM KCl. 
 
Transfecciones transitorias 
 Los fibroblastos NIH-3T3 se transfectaron cuando se encontraban a un 80% 
de confluencia en placas de 35 mm o a un 50% de confluencia sobre cubreobjetos 
de vidrio estériles dispuestos en placas de 24 pocillos, con los plásmidos corres-
pondientes usando el reactivo Lipofectamine 2000, según las instrucciones del fa-
bricante (Invitrogen). Tras la transfección las células se recuperaron en medio de 
crecimiento durante 24 horas para ser tratadas después, o bien se recuperaron du-
rante 6 h, se tripsinizaron, se sembraron 3 alícuotas iguales en placas de 35 mm y 
se recuperaron durante 16 h, antes de los pretratamientos de 24 h, cuando fueron 
necesarios, y los ensayos de estabilidad de proteína.  
 
55  
Materiales y Métodos 
 Las RMC, en cubreobjetos de vidrio en placas p-24, se transfectaron a 70% 
de confluencia con los plásmidos correspondientes, libres de endotoxinas, usando 
Lipofectamina 2000 durante 3 horas. Tras la transfección se incubaron en medio 
completo durante 16 ó 48 horas antes de los tratamientos necesarios.  
 
Fraccionamiento subcelular 
 Las células se homogeneizaron en 20 mM Tris, pH 7,5, 5 mM MgCl2, 1 mM 
EDTA, 250 mM sacarosa, 0,1 mM DTT, e inhibidores de proteasas. Los lisados se 
centrifugaron a 200.000 x g durante 30 minutos a 4°C en un rotor Beckman 
TLA100. El sobrenadante (fracción citosólica o S100) se recogió y se utilizó directa-
mente para los siguientes pasos. La fracción insoluble (P100 o fracción de membra-
na) se resuspendió en el tampón arriba descrito con SDS al 0,5% (peso/volumen). 
 
Microscopía 
Las células sembradas en cubreobjetos de cristal, tratadas adecuadamente, se fija-
ron con 3,5% de formaldehído en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. 
Los cubres se montaron en portaobjetos usando Mowiol (SIGMA) como medio de 
montaje. Las muestras se observaron en el microscopio confocal de Leica (LEICA 
TCS-SP2-AOBS) o un sistema análogo de Bio-Rad (MCR 1024 sobre un microsco-
pio óptico Axiovert 135 de Zeiss), o en un microscopio de fluorescencia acoplado a 
una cámara CCD (Zeiss Axioplan y CCD Leica DFC 350 FX), según se indica, del 
servicio de Microscopía de CIB. 
 
Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), inmunoblot y Strep 
Blot. 
 Para el análisis de la expresión de distintos genes, las células se homogenei-
zaron mediante pases a través de una aguja 26G1/2 en una solución 50 mM Tris-
HCl pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 0,1 mM β-mercaptoetanol, 0,5% SDS, 
que contenía inhibidores de proteasas (leupeptina, pepstatina, antipaína a una con-
centración de 2 μg/ml cada uno, todos de SIGMA y 320 μg/ml Pefabloc SC de Ro-
che). Los lisados (40 μg de proteína) se separaron en geles de SDS-poliacrilamida 
y se transfirieron a membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore) mediante un sis-
tema de transferencia semiseco (BioRad), según las instrucciones del fabricante. 
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Las membranas se bloquearon mediante incubación en TBS con 0,05% Tween-20 
(SIGMA) y 5% de leche desnatada (peso/volumen, leche en polvo de Nestlé) y se  
hibridaron con estreptavidina-peroxidasa (Strep Blot, SB)  o se hibridaroncon anti-
cuerpos generados contra las proteínas de interés y a continuación con los corres-
pondientes anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa según se indica, 
todos ellos preparados en TBS con 2% (peso/volumen) albúmina sérica bovina 
(SIGMA). Los inmunocomplejos o los complejos biotina-estreptavidina se detecta-
ron por quimioluminiscencia con los reactivos ECL de Amersham. Los niveles de 
las proteínas se estimaron mediante análisis densitométrico de las exposiciones pa-
ra la proteína de interés y se corrigieron por los niveles de proteína total según la 
tinción de Coomassie o los niveles de una proteína no relacionada, con el uso de 
un escáner AGFA y el programa informático “Scion Image” de Scion corporation. 
 
Electroforesis en dos dimensiones 
 Los lisados de células se obtuvieron con el método arriba descrito. La canti-
dad deseada de proteína se precipitó con 10% de TCA, se centrifugó a 15000 x g y 
se lavó consecutivamente con etanol al 80% (v/v) y dos veces con acetona pura. El 
precipitado se dejó secar toda la noche y se resuspendió en el tampón de muestra 
para el isoelectroenfoque: 2 M tiourea, 7 M urea, 4% CHAPS, 100 mM DTT y 0,4% 
anfolitos (Biolyte, BIO-RAD). Las muestras se cargaron por rehidratación activa en 
tiras IPG ReadyStrip de BIO-RAD y a continuación se sometieron a isoelectroenfo-
que en el aparato Protean IEF Cell de BIO-RAD, en las condiciones indicadas por el 
fabricante. Después del isoelectroenfoque, las tiras se equilibraron en tampón con   
6 M urea, 2% (peso/volumen) SDS, 0,375 M Tris pH 8,8, 20% glicerol, en dos pasos 
de 10 minutos. En el primer equilibrado el tampón contenía 130 mM DTT y en el se-
gundo 135 mM iodoacetamida. Después, las tiras se colocaron para la segunda di-
mensión (SDS-PAGE) sobre geles de poliacrilamida.  
 Una vez corridos los geles, se trasfirieron a membranas de PVDF, según lo 
indicado en la sección anterior, o se tiñeron con azul de Coomassie coloidal, Gel-
Code Blue (Pierce), según las instrucciones del fabricante. En algunos casos, los 
geles teñidos, se destiñeron con una solución de 50 mM Tris, 40 mM Glicina, 0,1% 
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Obtención de RNA y análisis por Northern Blot 
 El RNA total se extrajo mediante un procedimiento de lisis celular con isotio-
cianato de guanidinio (Chomczynski y Sacchi, 1987; Sambrook y Russell, 2001). 
Alícuotas con 10 μg de RNA total se separaron por electroforesis en geles de 1% 
agarosa/0,66 M formaldehido, se transfirieron a membranas de hibridación de tipo 
Hybond (Amersham) y se fijaron mediante radiación ultravioleta. Para el análisis de 
la expresión del tránscrito de RhoB se usó como sonda el cDNA completo de RhoB 
de rata, regalo del Dr, Prendergast (The Wistar Institute, Philadelphia, PA). Esta 
sonda se marcó con α-32P-dCTP usando el kit Rediprime de Amersham. Las mem-
branas se bloquearon mediante incubación con una solución de hibridación (50% 
formamida, 5x Denhardt’s, 5x SSPE, 0,5% SDS, y 100-200 μg de DNA de esperma 
de salmón) a 42°C durante 4 horas y a continuación se hibridaron con la sonda ra-
diactiva durante 16 horas. Posteriormente las membranas se lavaron con una solu-
ción de 2x SSC, 0,5% SDS y se expusieron a una película Kodak a -80°C usando 
pantallas amplificadoras. Para identificar los cambios en la expresión de los RNA 
específicos de los distintos genes, los blots fueron denudados e hibridados con una 
sonda para la β-actina. El análisis densitométrico se realizó usando un escáner   
Agfa y el programa informático “Scion Image”. Los resultados se expresaron en uni-
dades arbitrarias como el cociente entre la expresión del gen de interés y los nive-
les de β-actina 
 
Purificación de proteínas unidas a 15d-PGJ2 biotinilada mediante el uso de 
resina de avidina. 
 Las RMC se incubaron en presencia de 5 μM 15d-PGJ2 o 15d-PGJ2 biotinilada 
durante dos horas en medio mínimo. Las células se homogeneizaron mediante pa-
ses a través de una aguja 26G1/2 en una solución 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,1 mM 
EDTA, 0,1 mM EGTA, 0,1 mM β-mercaptoetanol, 1% NP-40 (SIGMA), que contenía 
inhibidores de proteasas. Los lisados se centrifugaron a 12.000 x g y los sobrena-
dantes se separaron de los restos celulares. Las proteínas biotiniladas fueron purifi-
cadas por adsorción a Neutravidina-agarosa de Pierce según las especificaciones 
del producto. Brevemente, la resina equilibrada en el tampón de lisis se incubó con 
el lisado celular, en una proporción de 50 μl de 50% de resina para cada miligramo 
de proteína total, durante 1 h a 4°C con agitación continua. Después de varios lava-
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dos de la resina en tampón de lisis las proteínas unidas se eluyeron con 50 μl de 
tampón Laemmli 2x. Las proteínas de interés del eluído fueron detectadas mediante 
Strep blot.  
 
Identificación de proteínas por espectrometría de masas 
 La identificación de las proteínas se llevó a cabo en la Unidad de Proteómica 
del Parque Científico de Madrid. Brevemente, las “manchas” de interés se cortaron 
del gel y se digirieron con tripsina. Los péptidos resultantes se mezclaron con la 
matriz (ácido α-ciano-4-hidroxi-cinámico) y se analizaron mediante espectrometría 
de masas por MALDI-TOF (ionización/desorción mediante láser asistida por matriz–
tiempo de vuelo) para la obtención de la huella peptídica, y en algunos casos me-
diante MALDI-TOF-TOF para la obtención de la secuencia de determinados pépti-
dos. Los espectros resultantes se analizaron con el algoritmo de búsqueda MAS-
COT (Matrix Science) para identificar las correspondientes proteínas.  
 
Análisis estadístico 
Cada experimento se ha llevado a cabo al menos tres veces, a no ser que se indi-
que lo contrario. Los datos se expresan como media de los datos ± error estándar 
de la media. El nivel de significación estadística se definió como p<0,05 y la compa-





















1. Isoprenilación y palmitoilación de proteínas 
 
Efectos de estatinas sobre GTPasas de bajo peso molecular 
La superfamilia de las GTPasas monoméricas de bajo peso molecular, está 
constituida por proteínas en su mayoría isopreniladas, que desempeñan funciones 
muy variadas y de gran importancia para el correcto funcionamiento celular 
(revisado en McTaggart, 2006). Diversos estudios han relacionado la inhibición de 
la isoprenilación con alteraciones en la señalización, actividad y expresión de estas 
proteínas (Cordle et al., 2005; Holstein et al., 2002; Solski et al., 2002). Además, se 
ha observado que la inhibición de la isoprenilación afecta a la movilidad electroforé-
tica de algunas de estas GTPasas y otras proteínas susceptibles de esta modifica-
ción, de manera que las formas no procesadas migran menos que las formas total-
mente procesadas (Adjei et al., 2000; Gutierrez et al., 1989; Hancock et al., 1989).  
Nos hemos planteado estudiar los efectos de la inhibición de la isoprenilación 
sobre los niveles de expresión y la movilidad electroforética de varias representan-
tes de las principales familias de las GTPasas de bajo peso molecular. Para llevar a 
cabo el estudio propuesto, hemos empleado células endoteliales de aorta bovina, 
BAEC, y el inhibidor de síntesis de mevalonato, la estatina Simvastatina (Sv) a una 
concentración de tratamiento de 10 μM.  
Como se puede observar en la fig. 8, el tratamiento con Sv no afectó de for-
ma apreciable los niveles de proteína ni la movilidad electroforética de Ras o Rac. 
Figura 8: Efecto del tratamiento con Sv sobre los niveles de distintas GTPasas. Las 
BAEC quiescentes se trataron con 10 μM de SV durante los tiempos indicados (A) o durante 


























La Sv indujo un leve incremento de los niveles de RhoA y Rap-2 sin alterar la movi-
lidad electroforética de estas proteínas. En cambio, en el caso de Rab-5 se observó 
la aparición de una banda con un claro retraso de la movilidad electoforética en pre-
sencia de Sv, aunque los niveles de proteína no se alteraron. La Sv indujo un mar-
cado aumento de los niveles de Cdc42 (de 5 a 8 veces) y de RhoB (superior a 10 
veces). En el caso de RhoB se apreció un incremento en forma de una banda     
ancha o doblete que podría estar constituida en parte por la forma no procesada.  
Basándonos en estos resultados, decidimos estudiar con mayor detalle la 
regulación de RhoB en respuesta al tratamiento con Sv, puesto que fue la proteína 
cuyos niveles sufrieron un mayor incremento. Comprobamos que este aumento era 
dependiente de la dosis de Sv (fig. 9A) y que se producía tras el tratamiento con 
RhoB












Figura 9: El aumento de los niveles de RhoB 
es dependiente de la dosis y es inducido por 
varias estatinas. Las BAEC quiescentes fueron 
tratadas con las dosis indicadas de Sv (A) o con 
varias estatinas a 10 μM (B), durante 24 h. Los 
niveles de RhoB se estimaron mediante inmuno-
blot. Sv, Simvastatina; Comp, Compactina; Lov, 
Lovastatina. 
Figura 10: Efecto de tratamiento 
con Sv sobre los niveles de 
RhoB en varios tipos celulares. 
Las células primarias HUVEC, 
RMC y la línea celular de 
EAhy926, fueron tratadas con SV 
10 μM en medio mínimo durante 
24 h, después de 24 h de depriva-
ción de suero. Las líneas celula-
res C2C12 y Mv1Lu se trataron 
durante 24 h con 10 μM de Sv en 
medio mínimo. El cultivo de 
C2C12 en diferenciación durante 
3 días (C2C12 dif.) se trató con Sv 
10 μM durante 24 h en medio de 
diferenciación. Las líneas celula-
res HeLa y NIH-3T3 se trataron en 
medio mínimo durante 24 h con 
las dosis indicadas de Sv. En es-
tas últimas líneas celulares fue 
donde mayor aumento de RhoB 
































diversas estatinas (fig. 9B) así como en varios tipos celulares de diferente origen 
(fig. 10). Para poder apreciar el retardo en la movilidad electroforética de RhoB, que 
es indicativa de la inhibición de la isoprenilación, fue necesario analizar cantidades 
muy pequeñas de proteína en el caso de los lisados de células tratadas con Sv pa-
ra evitar la pérdida de nitidez de la banda debida a la intensidad de la señal (fig. 
11A). La inhibición de la isoprenilación se manifestó además en la disminución de la 
asociación de RhoB con membranas celulares, como se puede observar mediante 
fraccionamiento subcelular (fig. 11B). Ambos tipos de evidencias sugieren que la 
acumulación de RhoB ocurre a expensas de la forma no procesada, cuyos niveles 
aumentan fundamentalmente en la fracción soluble.  
 
Estudio del efecto de metabolitos de la ruta de biosíntesis del colesterol so-
bre el aumento de la proteína RhoB provocado por Sv. 
Ya que el efecto más importante de las estatinas es la disminución de la pro-












Figura 11: Alteraciones en la movilidad electroforética y la localización subcelular de 
RhoB provocadas por el tratamiento con Sv. (A) Proteínas de lisados de BAEC (Ct: 20 μg, 
Sv: 4 μg de proteína total, para conseguir niveles de RhoB similares), tratadas durante 24 h 
con 10 μM Sv o vehículo, fueron analizadas por SDS-PAGE para estimar la movilidad electro-
forética de RhoB. (B) Fracciones de membrana (P100) y citosol (S100) de BAEC tratadas co-
mo en (A) fueron aisladas por ultracentrifugación. Alícuotas con 10 μg de proteína fueron ana-
lizados por SDS-PAGE y sometidos a inmunoblot con anti-RhoB. 
Figura 12: El suplemento con coles-
terol no revierte el aumento de RhoB 
provocado por Sv. Las BAEC quies-
centes fueron tratadas con 10 μM Sv, 
100 μg/ml colesterol, su combinación, o 
vehículo durante 24 h en medio mínimo 
y los niveles de RhoB se analizaron 
mediante inmunoblot. Se muestran esti-
maciones de la cantidad relativa de 
RhoB por densitometría que son valo-
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tratamiento de células BAEC con Sv revertía el aumento de los niveles de RhoB. 
Como se puede observar en la figura 12, dicho co-tratamiento no redujo el aumento 
de RhoB, por el contrario, el suplemento de colesterol por sí solo incrementó mode-
radamente los niveles de RhoB. Por el contrario el suplemento con mevalonato, el 
producto directo de la HMG-coA reductasa, sí anuló el efecto de la Sv. De forma 
similar, la adición por separado de los isoprenoides farnesil pirofosfato (FPP) o ge-
ranilgeranil pirofosfato (GGPP), productos intermedios de la ruta de biosíntesis del 
colesterol y sustratos de las transferasas encargadas de la isoprenilación de proteí-
nas, revirtió parcialmente dicho aumento (fig. 13A). El tratamiento conjunto con los 
dos isoprenoides no fue posible debido a su acción como detergentes. Estas obser-
vaciones sugieren que el aumento de los niveles de RhoB puede ser provocado por 
la inhibición de isoprenilación de proteínas de la célula. Para confirmar esta hipóte-
sis tratamos células BAEC con inhibidores de la farnesil transferasa (FTI) y de la 
geranilgeranil transferasa (GGTI). El tratamiento de las células con FTI provocó un 
pequeño aumento en los niveles de RhoB, de 1,5 veces, mientras que el tratamien-
to con GGTI indujo aumento de 3,8 veces. La combinación de los dos inhibidores 
aumentó la cantidad de la proteína RhoB a niveles similares a los inducidos por el 
tratamiento con Sv (fig. 13B). Esto último, apuntaría a la implicación de proteínas 
Figura 13: Efecto de metabolitos de la vía de síntesis de isoprenoides y de inhibidores 
de isoprenilación sobre los niveles de RhoB. (A) Las BAEC quiescentes fueron tratadas 
con vehículo o 10 μM Sv en ausencia o presencia de 100 μM ácido mevalónico (Mv), 5 μM 
farnesil pirofosfato (FPP), 5 μM geranilgeranil pirofosfato, durante 24 h en medio mínimo.  
(B) Las BAEC se trataron como en (A) con vehículo, 5 μM del inhibidor de la FT, FTI-277 (FTI), 
5 μM del inhibidor de la GGT I, GGTI-286, o su combinación. Se muestran cuantificaciones de 
la cantidad relativa de RhoB después de inmunoblot, obtenidas como en la figura 12.  



































tanto farnesiladas como geranilgeraniladas en los mecanismos que afectan los ni-
veles de RhoB, lo cual hace necesaria la inhibición de los dos tipos de modificación 
para conseguir el mismo efecto que con Sv. 
 
Estudio de los efectos de la Sv sobre los niveles de mRNA de RhoB. 
 Para esclarecer el nivel al que la Sv regula la expresión de RhoB, hemos in-
vestigado su papel en la regulación de los niveles de RNA mensajero de RhoB. El 
tratamiento de células BAEC con Sv produjo un aumento de dos veces en los nive-
les de RNA de RhoB (fig. 14). Dicho aumento se pudo revertir parcialmente con el 
suplemento de mevalonato. Estas observaciones junto con las evidencias de que 
algunos miembros de la familia de las Rho GTPasas pueden regular el promotor de 
RhoB (Fritz y Kaina, 1997) podrían indicar la posible implicación de proteínas iso-
preniladas de dicha familia en la regulación de la transcripción del gen de RhoB por 
Sv. Por ello, decidimos explorar la influencia de la inhibición de las proteínas G so-
bre los niveles de RNA de RhoB. 
Estudio de la regulación de la expresión de RhoB por la modulación de la acti-
vidad de proteínas G. 
 La superfamilia de las proteínas G incluye las familias de las GTPasas hetero-
triméricas y las GTPasas de bajo peso molecular. Numerosos miembros de las dos 
familias se encuentran isoprenilados, y dicha modificación y en consecuencia su 
actividad se ve afectada por la acción de las estatinas (Cordle et al., 2005; Jacob-
son et al., 2004; Kino et al., 2005). Aprovechando la existencia de diversas toxinas 
Figura 14: Efecto de Sv y Mv sobre los ni-
veles de mRNA de RhoB. Las BAEC se tra-
taron como en la figura 13. Los niveles de 
mRNA de RhoB y β-actina se determinaron 
mediante Northern blot usando como sondas 
los respectivos cDNA. También se muestra la 
cantidad de RNA de la subunidad 28S de los 
ribosomas mediante tinción con bromuro de 
etidio. El panel inferior muestra la cuantifica-
ción del nivel de mRNA de RhoB calculado 
mediante el cociente entre la intensidad de la 
señal de RhoB y la de la β-actina. Los resul-
tados son valores medios ± el error estándar 
de la media de, al menos, tres experimentos 

























bacterianas con capacidad de activar o inactivar selectivamente algunas de las pro-
teínas G (tabla 2) (revisado por Aktories y Barbieri, 2005; Krueger y Barbieri, 1995), 
hemos decidido explorar la repercusión del tratamiento con dichas toxinas sobre la 
expresión de RhoB. De las toxinas ensayadas, sólo la toxina B y la exoenzima C3, 
las que afectan a la actividad de las GTPasas de bajo peso molecular y concreta-
mente de las Rho tuvieron efecto significativo, aunque modesto, aumentando los 
niveles de la proteína RhoB. En concordancia con estas observaciones, el inhibidor 
Tabla 2: Especificidad de diversas toxinas bacterianas como moduladores de las proteí-
nas G. La toxina de Cólera activa y la de Pertusis inactiva las proteínas Gα mostradas. La 
exoenzima C3 inactiva fundamentalmente las proteínas Rho. 
Figura 15: La inhibición de las proteínas Rho produce un modesto aumento en los nive-
les de RhoB. Las BAEC quiescentes fueron tratadas durante 24 h con vehículo, 10 μM Sv, 0,5 
μg/ml de toxina de Colera (CTX), 0,5 μg/ml de toxina de Tosferina (PTX), 0,5 ng/ml toxina B 
(ToxB), 50 μg/ml exoenzima C3 o 5 μM del inhibidor de la Rho quinasa, Y-27632. (A) El trata-
miento con PTX y CTX no afectó significativamente a los niveles de proteína de RhoB como se 
puede observar por inmunoblot. Al contrario, la inhibición de las GTPasas de bajo peso mole-
cular, así como la inhibición de un efector de RhoA inducen un modesto aumento en los nive-
les de la proteína (B) y del mRNA (C) de RhoB. Mostradas las medias de cuantificaciónes de 
tres experimentos independientes en cada caso, como se ha descrito en figuras anteriores. 




































































del efector de RhoA, Rho-quinasa también indujo un moderado aumento de los ni-
veles de RhoB (fig. 15A y B). Dichos moduladores también incrementaron los nive-
les del mRNA de RhoB en grado comparable al provocado por Sv (fig. 15C). El con-
junto de estos resultados indicaría que solamente una parte del aumento de RhoB 
inducido por Sv se puede justificar por el aumento de sus niveles de RNA, que po-
dría estar mediado por la inhibición de las proteínas Rho. Debido a esta falta de co-
rrelación entre la magnitud del efecto de la Sv sobre los niveles de mRNA y de pro-
teína de RhoB, decidimos estudiar los efectos del tratamiento con Sv sobre la regu-
lación postraduccional de RhoB 
 
El tratamiento con Sv aumenta la estabilidad de la proteína RhoB. 
 Se ha descrito que determinados factores pueden alterar los niveles de RhoB 
mediante la regulación de la estabilidad de la proteína (Engel et al., 1998). Para ex-
plorar si el efecto de la Sv estaba relacionado con una alteración en la degradación 
de RhoB, estimamos la estabilidad de esta proteína empleando el antibiótico ciclo-
heximida (CHX), un inhibidor de la síntesis de proteínas. Como se puede compro-
bar en la figura 16A, la proteína RhoB fue más estable en células BAEC pretratadas 
con Sv, ya que sus niveles, en ausencia de nueva síntesis de proteína, se mantu-
Figura 16: La Sv altera la tasa de degrada-
ción de RhoB. (A) Las BAEC quiescentes se 
trataron en medio mínimo con vehículo (Ct) o 
10 μM Sv durante 24 h y a continuación se 
boqueó la síntesis de proteínas con 20 μg/ml 
cicloheximida (CHX) en presencia de vehículo 
y Sv respectivamente durante el tiempo indi-
cado. La cantidad relativa de la proteína RhoB 
se estimó mediante inmunoblot y densitome-
tría. El tiempo de exposición de quimioluminis-
cencia para las muestras de células Ct fue de 
5 a 10 veces más largo que el de las tratadas 
con Sv. Los valores mostrados son medias ± 
error estándar de tres experimentos indepen-
dientes. (B) La síntesis de proteína es necesa-
ria para el efecto de Sv. Las BAEC quiescen-
tes se trataron durante 24 h con los mismos 
compuestos y concentraciones que en (A) y 
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vieron durante más tiempo, en comparación con la proteína de células control. El 
tratamiento con CHX redujo los niveles de RhoB y previno completamente el au-
mento inducido por Sv, indicando la necesidad de nueva síntesis de proteína para 
este aumento (fig. 16B). Estas observaciones confirmarían que Sv no afecta direc-
tamente a la actividad de proteasas celulares ya que no se ha observado aumento 
de los niveles de RhoB en cotratamientos de CHX y Sv. Estos resultados indican 
que la isoprenilación de proteínas puede influir sobre la estabilidad de la proteína 
RhoB y sugieren la posible existencia de un sistema de degradación de proteínas 
dependiente de dicha modificación. 
 
Efecto de la isoprenilación de RhoB en su estabilidad. 
El efecto de la isoprenilación de proteínas sobre la estabilidad de RhoB po-
dría estar mediado por alguna proteína isoprenilada o bien estar relacionado con la 
modificación de la propia RhoB. Para estudiar si la inhibición de la isoprenilación de 
RhoB alarga su vida media hemos aprovechado que dicha modificación depende 
de la presencia de la cisteína 193 que forma parte de la caja CAAX de RhoB. 
Hemos generado vectores de expresión de RhoB salvaje y mutante en la cisteína 
mencionada (C193S) en fusión con el epítopo de Hemaglutinina (HA-RhoB) o con 
la proteína fluorescente verde (Gfp-RhoB). La expresión de HA-RhoB transfectada 
en fibroblastos NIH-3T3 fue baja y se reguló positivamente por el tratamiento con 
Sv de manera similar a la proteína endógena. Por el contrario, el mutante HA-RhoB 
C193S alcanzó unos niveles de proteína más altos, que no resultaron afectados por 
el tratamiento con Sv (fig. 17A). Con el uso de cicloheximida hemos comprobado 
que los niveles de la proteína salvaje que contiene la secuencia de isoprenilación, 
disminuyen más rápidamente que los de la proteína mutante (fig. 17B).  
Estos resultados indicarían que la isoprenilación de RhoB afecta de manera 
directa a su estabilidad o a su degradación. 
 
Efectos de la inhibición de la palmitoilación sobre la estabilidad de RhoB. 
RhoB posee dos residuos de cisteína (en las posiciones 189 y192 de su se-
cuencia) próximos a la caja CAAX, que pueden estar palmitoilados, modificación 
que para RhoB depende de su previa isoprenilación (Adamson et al., 1992a). En 




RhoB es necesaria para su actividad antitumoral y proapoptótica (Wang y Sebti, 
2005). Para evaluar la importancia de la palmitoilación de esta cisteína en la estabi-
lidad de la proteína, hemos generado vectores de expresión de Gfp en fusión con 
RhoB en los que la cisteína 192 ha sido sustituida por serina. Como se pudo com-
probar en experimentos de transfección y tratamientos con cicloheximida, la proteí-
na mutante en la cisteína 192 es más estable que la proteína salvaje, de forma si-
milar a la proteína mutante no isoprenilada (C193S) (fig. 18A). Todo ello indicaría 
que la presencia de la cisteína 192 es necesaria para la correcta degradación de 
RhoB. En consonancia con esta hipótesis hemos observado que el 2-Br-palmitato 
(2BP), un inhibidor de la síntesis de palmitoil-coA y de la palmitoilación, induce un 
aumento significativo de los niveles de la proteína RhoB endógena tanto en fibro-
blastos NIH-3T3 como en BAEC (fig. 18B). Los experimentos de estabilidad de pro-
teína en presencia de 2BP no se pudieron realizar debido a la alta toxicidad de este 
compuesto. Estos datos sugieren que la palmitoilación de la cisteína 192 es impor-
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Figura 17: La proteína RhoB no 
isoprenilada es más estable que la 
proteína salvaje. (A) Fibroblastos 
NIH-3T3 transfectados con vectores 
de expresión de HA-RhoB salvaje 
(HA-RhoBwt) o del mutante que no 
se puede isoprenilar (HA-RhoB-
C193S) se trataron en medio mínimo 
en ausencia (Ct) o presencia de Sv 
10 μM durante 24 h. Los niveles de la 
proteína HA-RhoB transfectada se 
estimaron mediante inmunoblot usan-
do un anticuerpo especifico contra el 
epítopo HA. (B) Estudio de la estabili-
dad de las proteínas de interés, en 
NIH-3T3 transfectadas como en (A), 
usando la metodología aplicada en la 





La isoprenilación y la palmitoilación de RhoB determinan su localización. 
Las modificaciones postraduccionales de RhoB son determinantes importan-
tes de su localización. Para evaluar la importancia relativa de la isoprenilación de 
RhoB y de la palmitoilación de la cisteína 192 en la correcta localización de la pro-
teína, hemos utilizado microscopía confocal de fluorescencia, empleando los vecto-
res de expresión de las proteínas de fusión con Gfp. En fibroblastos NIH-3T3 trans-
Figura 19: La inhibición de la isoprenilación de RhoB afecta a su localización subcelu-
lar. Fibroblastos NIH-3T3 transfectados con vectores de expresión de RhoBwt o RhoB-C193S 
en fusión con la proteína fluorescente Gfp (wt y C193S respectivamente) se trataron en medio 
mínimo con vehículo o 10 μM Sv durante 24 h. La localización de las proteínas quiméricas se 
observó mediante microscopía confocal. Se muestran las proyecciones máximas de todas las 







Figura 18: La inhibición de la palmitoilación de RhoB estabiliza la proteína. (A) Fibroblas-
tos NIH-3T3 transfectados con las construcciones que se especifican fueron tratados durante 
los tiempos indicados con 20 μg/ml CHX en medio mínimo y los niveles de RhoB se estimaron 
mediante inmunoblot con anticuerpo anti-RhoB. Los mismos resultados se obtuvieron con el 
uso de un anticuerpo específico contra Gfp. (B) BAEC quiescentes y fibroblastos NIH-3T3 fue-
ron tratados con vehículo, 1 ó 10 μM Sv ó 20 μM 2-Br-palmitato (2BP) en medio mínimo du-
rante 24 h y los niveles de RhoB se estimaron mediante inmunoblot. 
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fectados con estas construcciones, observamos que RhoB salvaje (wt), como era 
de esperar, mostraba una localización particulada asociada con la membrana celu-
lar y membranas intracelulares (fig. 19). Por el contrario, el mutante C193S mostró 
una distribución difusa, similar a la de la proteína salvaje en células tratadas con 
Sv.  
La observación por microscopía confocal de fibroblastos transfectados con el 
vector de expresión de Gfp-RhoB-C192S (C192S) mostró una distribución difusa de 
dicho mutante en el citoplasma (fig. 20) con  exclusión del núcleo probablemente 
debido a que se encuentra isoprenilado. Por otro lado, la homóloga de RhoB, RhoA, 




Figura 20: Las cisteínas 192 y 193 de RhoB son necesarias para su correcta localiza-
ción. Imágenes de microscopía confocal de NIH-3T3 transfectadas con vectores de expre-
sión de Gfp-RhoBwt (wt), Gfp-RhoB-C192S (C192S), Gfp-RhoB-C193S (C193S) y Gfp-RhoA 




Estudio de mecanismos de proteólisis implicados en la degradación de RhoB.  
Ya que la secuencia de la proteína RhoB madura no contiene patrones de 
reconocimiento de proteasas específicas de secuencia, nos hemos centrado en sis-
temas proteolíticos amplios. Existen evidencias de que RhoB puede ser degradada 
por el proteasoma, después de su ubiquitinación, proceso que se inhibe en res-
puesta a tratamiento de las células con TGFβ (Engel et al., 1998). Para estudiar la 
implicación de dicho sistema proteolítico en la degradación de RhoB en relación 
con su procesamiento, hemos utilizado inhibidores específicos del proteasoma, así 
como inhibidores con selectividad hacía diversos tipos de proteasas. La selectividad 
de cada inhibidor se muestra en la tabla 3. Los inhibidores específicos del proteaso-
ma, lactacistina y Z-LLL-CHO, provocaron un modesto aumento, de 1,4 y 2 veces 
respectivamente, de los niveles de RhoB en BAEC, aunque los niveles de proteínas 
ubiquitinadas aumentaron 2 y 5 veces respectivamente en presencia de estos in-
hibidores (fig. 21). El tratamiento con Sv no tuvo efecto sobre la presencia de pro-
teínas ubiquitinadas, lo cual indica que no interfiere con la actividad del proteaso-
ma. El co-tratamiento de BAEC con Sv y el inhibidor que más aumento de proteínas 
ubiquitinadas provocó, el Z-LLL-CHO, ejerció un efecto potenciador con respecto al 
aumento de los niveles de RhoB provocado por dichos compuestos por separado, 
lo que podría indicar la existencia de vías independientes de degradación de RhoB. 
Por otra parte, el ALLM y la leupeptina, que inhiben una gama amplia de proteasas, 
provocaron mayor aumento en los niveles de RhoB. En particular, el aumento más 
intenso (de 3,7 veces) se observó tras el tratamiento con leupeptina, que actúa so-
bre proteasas de diversa procedencia y modo de acción. La leupeptina también pro-
vocó aumento de 1,7 veces del nivel de las proteínas ubiquitinadas, lo cual indica la 





Lactacistina Proteasoma 20S, subunidad X 
MG-132 (Z-LLL-CHO) Proteasoma 26S y cisteín proteasas como calpaínas y catepsinas. 
Inhibidor de Calpaína II 
(ALLM) Calpaínas, catepsinas B y L 
Leupeptina Proteasas de Serina y de Cisteína: tripsina, plasmina, catepsina B, calpaína 
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diversidad de dianas de este compuesto. Estas observaciones indican que el pro-
teasoma no es la vía principal para la degradación de RhoB en estas células y 
apuntan hacia la potencial implicación de otras proteasas celulares. Sin embargo, la 
escasa especificidad de la mayor parte de los inhibidores de proteasas disponibles, 
hace que su utilidad como herramientas para la identificación del sistema proteolíti-
co responsable de la degradación de RhoB sea limitada. 
 
Estudio de la relación entre el proceso de endocitosis y la degradación de 
RhoB. 
En diversos estudios se ha observado una localización endosomal de RhoB 
(Adamson et al., 1992b; Wherlock et al., 2004). En dichos estudios se menciona la 
desaparición de RhoB durante la maduración de los endosomas tardíos o cuerpos 
multivesiculares para convertirse en lisosomas. Aunque hasta el momento no está 
explorado el mecanismo de esta desaparición, los endosomas y sobre todo los liso-
somas contienen numerosas proteasas encargadas de degradar los polipéptidos de 
Figura 21: Efectos de diversos inhibidores de proteasas sobre los niveles de RhoB. 
Células BAEC quiescentes se trataron durante 24 h en medio mínimo con DMSO (Ct),   
lactacistina (Lc) 10 μM, Z-LLL-CHO 0,05 μM, leupeptina 50 μg/ml, simvastatina (Sv) 10 μM, 
o con una combinación de Z-LLL-CHO y Sv. (A) Inmunoblot de RhoB. (B) Inmunoblot de 




su entorno (revisado en Pillay et al., 2002). Esto podría sugerir otra posible vía de 
degradación de la proteína RhoB. Tanto la endocitosis como el tráfico y madura-
ción/fusión de los endosomas a lisosomas es un proceso mediado por sistemas 
multiproteicos, dependientes de K+ (revisado en Clague, 1998; Miaczynska y Zerial, 
2002). Se ha descrito que la proteína RhoB está implicada en estos procesos, aun-
que los mecanismos son todavía desconocidos (Ellis y Mellor, 2000). La fusión de 
endosomas entre sí y entre endosomas y lisosomas, así como su acidificación, son 
pasos esenciales para completar su función y su reciclamiento hacía la membrana 
plasmática o hacia la red de Golgi. La inhibición de la acidificación de los lisosomas  
por bases débiles como la cloroquina y el cloruro de amonio (Dijkstra et al., 1984, 
Gekle et al., 1995), o la inhibición de la endocitosis mediada por clathrina mediante 
depleción de potasio (Hansen et al., 1993), alteran el tráfico endo-lisosomal, la fu-
sión de vesículas y la proteólisis lisosomal. Para inducir los efectos mencionados 
hemos utilizado cloroquina, NH4Cl o un protocolo de depleción de K
+, en combina-
ción con CHX, y hemos evaluado la repercusión de estos tratamientos sobre los ni-
veles de la proteína RhoB. Los tres tratamientos, en diferente grado cada uno, pro-
vocaron una inhibición de la degradación de RhoB (fig. 22), lo que apuntaría a la 
implicación de la vía endo-lisosomal en la degradación de RhoB. 
En resumen, en este apartado hemos identificado nuevas implicaciones de la 
modificación postraduccional de proteínas por isoprenilación y palmitoilación. En el 
Fig. 22: La inhibición del proceso de endocitosis estabiliza RhoB. (A) Las BAEC se 
trataron en medio mínimo durante 3,5 h con vehículo, 10 μM cloroquina (Clo), o 30 mM 
NH4Cl, en presencia de 20 μg/ml cicloheximida (CHX) durante las tres últimas horas. (B) 
Las BAEC se sometieron a choque osmótico (Ch. Os) durante 5 min y a continuación se 
incubaron durante 3 h en medio mínimo (DMEM) o en medio isotónico con (+ K+) o sin (- K+) 
potasio, en presencia de 20 μg/ml CHX. En los dos casos los niveles de RhoB se estimaron 
mediante inmunoblot. 
CHX (h)  0     3 
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caso concreto de RhoB hemos observado que estas modificaciones son necesarias 
para la correcta localización de la proteína y para su degradación, fenómenos que 
parecen estar vinculados, lo que sugiere que la degradación de RhoB probable-































2. Modificación de proteínas por el lípido electrófilo 15-
desoxi-Δ12,14-prostaglandina J2 
 
Las proteínas pueden incorporar estructuras lipídicas mediante la modifica-
ción no enzimática de ciertos aminoácidos por lípidos electrófilos. Dichos compues-
tos, generados en su mayoría por oxidación de otros lípidos, poseen la capacidad 
de reaccionar con grupos tioles o con grupos amino de proteínas y conferir así nue-
vas propiedades o alterar la estructura y función de las proteínas diana. Los prosta-
noides con estructura ciclopentenona reaccionan con grupos tioles de cisteínas. En 
este apartado hemos usado el lípido 15-desoxi-Δ12,14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2) 
como compuesto modelo para estudiar la modificación de proteínas por prostanoi-
des electrófilos, con el objetivo de desarrollar un método para la identificación de 
dianas potenciales de esta modificación y estudiar sus efectos sobre una de las  
dianas identificadas, para lo que hemos utilizado un análogo biotinilado de la 15d-
PGJ2 disponible en nuestro laboratorio (Cernuda-Morollón et al., 2001). 
 
Caracterización de los efectos biológicos de un análogo biotinilado de la 15d-
PGJ2 en relación con el compuesto original. 
El análogo biotinilado de la 15d-PGJ2, la 15-desoxi-Δ12,14-prostaglandina J2-
Biotinimida (fig. 23), se generó en nuestro laboratorio con el fin de monitorizar la 
unión de prostaglandinas ciclopentenonas a proteínas en células intactas. La adi-
ción de una molécula de biotina por medio de un espaciador de 5 átomos de carbo-
no, se realizó mediante la amidación del grupo carboxilo del lípido, el grupo más 





























alejado de los carbonos electrófilos (Cernuda-Morollón et al., 2001). Este compues-
to resultó ser una herramienta útil para el aislamiento de las proteínas modificadas 
en células. En varias proteínas aisladas se ha comprobado que este compuesto se 
une a los mismos residuos que la 15d-PGJ2 (Cernuda-Morollón et al., 2001; Oliva et 
al., 2003; Pérez-Sala et al., 2002). Por estas razones decidimos utilizarlo como 
herramienta para la identificación de nuevas dianas de la 15d-PGJ2. En primer lugar 
comprobamos la capacidad de la 15d-PGJ2 biotinilada de reproducir  algunos de los 
efectos biológicos de la 15d-PGJ2 relacionados con la modificación de cisteínas de 
proteínas. Así, el tratamiento de células mesangiales de rata (RMC) con 15d-PGJ2 
biotinilada, fue capaz de inducir la expresión de la chaperona Hsp70 de manera 
análoga a la del compuesto original (fig. 24)(Zhang et al., 2004). La modificación de 
tioles celulares es un proceso importante en la inhibición de la inducción de la pro-
teína iNOS que ejerce la 15d-PGJ2 en RMC (Sánchez-Gómez et al., 2004). Com-
probamos que la 15d-PGJ2 biotinilada inhibió la inducción de la proteína iNOS en 






































Figura 24: Efectos biológicos de la 15d-PGJ2 biotinilada. (A) Las RMC se trataron durante 
16 h con las concentraciones indicadas de 15d-PGJ2 o 15d-PGJ2 biotinilada y los niveles de 
las proteínas de choque térmico inducible y constitutiva, Hsc70 y Hsp70 se estimaron por  
inmunoblot. (B) Las RMC se pretrataron en ausencia o presencia de las concentraciones indi-
cadas de 15d-PGJ2 o 15d-PGJ2 biotinilada durante 2 h. A continuación las células se estimu-
laron con citoquinas (Ck: TNF-α, 37 ng/ml y IL-1β, 3 ng/ml), según se indica, durante 16 h y 
los niveles de la iNOS se monitorizaron mediante inmunoblot. Tanto en (A) como en (B) los 




RMC activadas por citoquinas con una potencia similar a la de la 15d-PGJ2 (fig. 24). 
Estas observaciones indican que la 15d-PGJ2 biotinilada es una herramienta válida 
para el estudio de algunos de los efectos biológicos y las posibles dianas de su 
compuesto original. 
 
Caracterización de la unión de la 15d-PGJ2 biotinilada a proteínas en células 
intactas. 
Hemos aprovechado la propiedad de la biotina para unirse con alta afinidad a 
proteínas como la avidina y la estreptavidina para detectar las proteínas modifica-
das por 15d-PGJ2 biotinilada mediante su análisis por SDS-PAGE, transferencia a 
membranas de PVDF, incubación con estreptavidina-peroxidasa y visualización por 
quimioluminiscencia. En adelante nos referiremos a este conjunto de procedimien-
tos con el término Strep Blot (SB). De este modo, hemos confirmado que el enlace 
entre la prostaglandina y las cisteínas (adición de Michael) es estable en las condi-
ciones de análisis, resistente a altas concentraciones de antioxidantes, e inestable 
Figura 25: Unión de 15d-PGJ2 biotinilada a proteínas celulares. (A) Extractos de RMC trata-
das durante 2 h con 10 μM 15d-PGJ2 biotinilada o con vehículo (DMSO), se incubaron con 10 
mM DTT, 0,1 N NaOH o la correspondiente cantidad de agua durante 30 min a temperatura  
ambiente. Después de desalación por filtración en gel las proteínas se analizaron por SDS-
PAGE y las proteínas modificadas se visualizaron por SB: transferencia a membrana de PVDF, 
hibridación con estreptavidina-peroxidasa y quimioluminiscencia. El inmunoblot para actina se 
usó como control de carga. (B) Las RMC se trataron con 10 μM 15d-PGJ2 o 10 μM 15d-PGJ2 
biotinilada durante 2 h en medio mínimo. Cantidades iguales de los lisados correspondientes se 
analizaron por SDS-PAGE por duplicado. Con uno de los duplicados de cada muestra se hizo 
SB, como en (A), mostrado en el panel de la izquierda, y el otro el gel se tiñó con azul de Coo-
massie para visualizar la proteína total (panel de la derecha). Para esto último se muestra sola-
mente la calle de 15d-PGJ2 biotinilada ya que no hubo diferencias entre los dos tratamientos. El 



















































































en condiciones alcalinas (fig. 25A). Comparando el patrón generado por la 15d-
PGJ2 biotinilada con el generado por la tinción de proteína total, pudimos observar 
que la 15d-PGJ2 biotinilada modifica selectivamente un conjunto definido aunque 
amplio de proteínas en nuestras condiciones experimentales (fig. 25B).  
 
Diseño y desarrollo experimental para la identificación de proteínas diana de 
la 15d-PGJ2. 
Teniendo en cuenta los resultados arriba mencionados, hemos diseñado un 
























Figura 26: Diagrama del flujo del desarrollo experimental para la identificación de dianas 
de la 15d-PGJ2 biotinilada. Las células se tratan con la prostaglandina biotinilada, la cual 
puede provocar ciertos efectos dependientes e independientes de la modificación de proteínas. 
Las proteínas modificadas se pueden analizar por electroforesis 2D, aislar, digerir con protea-
sas e identificar por huella peptídica generada por espectrometría de masas. Alternativamente 
las proteínas diana se pueden purificar por afinidad en resina de avidina e identificar analizan-
do los péptidos resultantes de digestión proteolítica por cromatografía liquida acoplada a un 
espectrómetro de masas-masas que los secuenciaría. Una vez identificadas, las posibles    
dianas se confirmarían mediante purificación por afinidad de biotina/avidina e inmunoblot con 
anticuerpos específicos contra las proteínas de interés. También se podría realizar inmunopre-
cipitación con anticuerpos específicos y realizar SB con estreptavidina peroxidasa. Finalmente, 
se relacionaría la modificación de estas proteínas con efectos biológicos de la prostaglandina. 
  
15d-PGJ2 (Fig. 26).  
Para este trabajo decidimos realizar un análisis mediante electroforesis en 
dos dimensiones (2D: isoelectroenfoque y SDS-PAGE) de proteínas de lisados de 
RMC tratadas con 15d-PGJ2 biotinilada, por duplicado. Uno de los geles resultantes 
(gel 1) se sometió a tinción de proteína total y el gel duplicado (gel 2) se procesó 
mediante transferencia a membranas de PVDF y SB. La identificación de las 
“manchas” de proteínas modificadas se realizó por comparación de las dos          
Figura 27: Análisis por electroforesis 2D de proteínas modificadas por 15d-PGJ2 biotinilada. 
Lisados de RMC tratadas durante 2 horas en medio mínimo con 5 μM de 15d-PGJ2 biotinilada se 
analizaron por electroforesis 2D por duplicado. Uno de los duplicados se tiñó con Coomassie coloi-
dal mientras el otro se transfirió a membrana de PVDF para realizar SB con estreptavidina-
peroxidasa. Una vez obtenido un amplio rango de exposiciónes en películas, la membrana se tiñó 
con Coomassie. Usando la membrana teñida como referencia, se procedió al solapamiento infor-
mático (usando Adobe Photoshop) de las imágenes del gel (en escala de grises) y de las exposi-
ciones de quimioluminiscencia (convertidas en tonalidades de amarillo hasta rojo oscuro, según la 
intensidad densitrométrica y con 80% de opacidad), mediante transformación de escala y alinea-
ción de “manchas” reconocibles. Así, en la figura resultante, de dos capas, se puede relacionar la 
abundancia de la proteína que forma una “mancha” con la intensidad de su marcaje por 15d-PGJ2 
biotinilada y elegir “manchas” con una relación (intensidad de marcaje)/(abundancia) alta. 
Tinción con Coomassie WB Estreptavidina-HRP




tinciones (fig. 27).  
Después de la escisión de las porciones del gel 1 que se correspondían con 
las “manchas” en el SB del gel 2 (fig. 28), éstas se validaron como positivas transfi-
riendo el gel 1 a membrana de PVDF y haciendo SB con estreptavidina-peroxidasa 
para comprobar que la “mancha” o parte de ella había desaparecido.  
Una vez digeridas con tripsina las proteínas contenidas en las porciones del 
gel seleccionadas y confirmadas como positivas, se identificaron la huellas peptídi-
cas de las proteínas diana por espectrometría de masas, mediante MALDI-TOF, de 
la cual un espectro típico se muestra en la figura 29. En algunos casos se procedió 
al análisis de la secuencia de uno de los péptidos mediante su fragmentación me-
diante espectrometría de masas-masas, MALDI-TOF-TOF. La figura 30 muestra un 
ejemplo de los espectros resultantes de dicho análisis. La tabla 4 muestra un resu-
men de los datos de las proteínas identificadas. 
Figura 28: Escisión de 
“manchas” candidatas para la 
modificación por 15d-PGJ2. 
Siguiendo la metodología des-
crita en la figura 26, se han 
identificado “manchas” del gel 
teñido con Coomassie que co-
rresponderían a alta intensidad 
densitométrica en las exposicio-
nes de quimioluminiscencia. De 
dichas “manchas”, se eligieron 
varias con suficiente cantidad 
de proteína para su análisis por 
espectrometría de masas.  
También se escogieron dos 
“manchas” negativas en marca-
je para usar como control nega-
tivo (“manchas” 2 y 8). Una vez 
extraídas las “manchas”, el gel 
se destiñó, se transfirió a PVDF 
y se realizó SB para comprobar 
la ausencia o reducción de se-
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Figura 29: Identificación de las proteínas mediante espectrometría de masas. Espectro 
típico de análisis por MALDI-TOF de los péptidos resultantes de digestión con tripsina de la 
proteína extraída de la “mancha” número 3. Después de búsqueda en bases de datos 
(MASCOT) usando la “huella peptídica” resultante, se ha generado la presente lista de masas 
monoisotópicas experimentales y teóricas de los péptidos identificados, es decir su m/z (masa/
carga) cuando la carga es igual a 1. Además, se muestra su posición en la proteína y su se-
cuencia. La huella peptídica identificada corresponde a la de la proteína vimentina. MSO: masa 




Figura 30: Identificación de proteínas por secuenciación por espectrometria de masas-
masas. Espectro típico de análisis por MALDI-TOF de los péptidos resultantes de digestión con 
tripsina de la proteína extraída de la “mancha” número 1. Se eligió un péptido (indicado por la 
flecha) y se procedió a su secuenciación mediante fragmentación por MALDI-TOF-TOF. El aná-
lisis del espectro generado (abajo) mediante el uso de algoritmos específicos resulta en la iden-
tificación de la secuencia de dicho péptido. Combinando la huella peptídica obtenida anterior-
mente y la secuencia del péptido se realizaron búsquedas en las bases de datos que resultaron 
en la identificación de la proteína Hsp90. Se muestran los resultados directos del aparato; la 


















































































































I D I I P N P Q E R


































Para confirmar la unión de la 15d-PGJ2 biotinilada a las proteínas identifica-
das mediante el abordaje anterior comprobamos si se unían a una resina de neutra-
vidina-agarosa. Como se observa en la figura 31, tanto la vimentina, que parece ser 
la diana mayoritaria, como la actina, tubulina y Hsp90, resultaron retenidas de for-
ma selectiva cuando las células habían sido tratadas con 15d-PGJ2 biotinilada, se-
gún se comprobó mediante análisis de la fracción retenida por SDS-PAGE e inmu-
noblot con anticuerpos específicos para las proteínas en cuestión, pero no se unie-
ron a la columna de afinidad cuando las células habían sido tratadas con 15d-PGJ2. 
Como control negativo de este ensayo hemos confirmado la ausencia de unión a la 



























Figura 31: Confirmación de la modificación de 
algunas de las proteínas identificadas por espec-
trometría de masas. Las RMC tratadas con 5 μM 
de 15d-PGJ2 o 15d-PGJ2 biotinilada durante 2 h en 
medio mínimo, se lisaron en el tampón adecuado y 
las proteínas extraídas se purificaron por unión a 
avidina. Los niveles de las proteínas de interés pre-
sentes en los lisados totales y en las fracciones uni-
das a avidina se analizaron mediante inmunoblot 
con anticuerpos específicos. Se muestra inmunoblot 
para la proteína RhoGDI, como control de proteína 




































resina de neutravidina de la proteína RhoGDI, proteína citoplásmica abundante,  
para la cual no se han descrito modificaciones por oxidación aunque contiene una 
cisteína y que habíamos comprobado con anterioridad que no se modifica por 15d-
PGJ2. Estos resultados indican que las proteínas identificadas son claros candida-
tos para la moddificación por prostaglandinas ciclopentenonas sugiriendo que algu-
nos efectos de estos lípidos pueden venir mediados por las dianas identificadas. 
 
Efectos del tratamiento con 15d-PGJ2 sobre las dianas identificadas. 
Entre las dianas de la 15d-PGJ2 biotinilada identificadas se encuentran tres 
proteínas del citoesqueleto: actina, tubulina y vimentina, cada una de las cuales es 
la proteína principal de los microfilamentos, microtúbulos y filamentos intermedios 
de las RMC, respectivamente. Ya que la función principal de estas proteínas es la 
de constituir de manera dinámica dichas estructuras, decidimos estudiar los posi-
bles efectos del tratamiento con 15d-PGJ2 sobre la disposición de las distintas     
estructuras del citoesqueleto mediante microscopía de fluorescencia. El tratamiento 
con 15d-PGJ2 no produjo cambios detectables en los filamentos de actina en las 
condiciones empleadas. Por el contrario, la 15d-PGJ2 indujo alteraciones aprecia-
bles en la red de microtúbulos, consistentes en una disminución de la densidad de 
estas estructuras. La alteración más llamativa afectó el citoesqueleto de vimentina 
(fig. 32). En este caso, la red de los filamentos intermedios, normalmente distribuida 
de manera homogénea en todo el citoplasma, presentó un colapso de estos fila-
mentos alrededor del núcleo de las células tratadas con 15d-PGJ2. Aunque los fila-
mentos de vimentina tienen un papel estructural y de resistencia mecánica, dicho 
colapso ocurrió de manera significativa en la mayoría de las células, sin provocar 
grandes cambios en la extensión de las células, como se pudo contrastar mediante 
la tinción de la proteína citoplásmica RhoGDI. 
Las alteraciones observadas, tanto en el caso de los microfilamentos como 
en el de los microtúbulos, no se debieron a cambios de expresión de las respecti-
vas proteínas vimentina y tubulina (fig. 33A). Por otra parte estos efectos se pudie-
ron reproducir con el tratamiento de RMC con 15d-PGJ2 biotinilada (fig. 33C). Para 
investigar la posibilidad de que el efecto de la 15d-PGJ2 se debiera a su capacidad 
de unirse y activar el receptor nuclear PPARγ, utilizamos un análogo de la 15d-




Figura 32: Efecto de la 15d-PGJ2 sobre el citoesqueleto de RMC. (A) Imágenes de microscopía 
confocal (proyecciones máximas de las series de las secciones de las células tomadas a interva-
los de 0,5 μm en el eje z) de RMC tratadas durante 2 h con 5 μM 15d-PGJ2 o vehículo en medio 
mínimo. La tinción de filamentos de actina con faloidina-alexa fluor 568 se muestra en rojo. La tin-
ción de vimentina y tubulina con anticuerpos específicos y secundario conjugado con Alexa fluor 
488 aparece en verde, en combinación con tinción del núcleo (DAPI, azul) o citoplasma (anti-
RhoGDI con secundario anti-conejo-Texas Red, que se muestra en rojo). Barra: 47,62 μm.  
























































(B) Imágenes ampliadas (4x) de RMC tratadas como en (A). Para poder apreciar mejor los cam-
bios en la distribución del citoesqueleto se muestran las mismas imágenes modificadas en     
Adobe Photoshop de la siguiente manera: Inversión del color; Filtro enfocar; Conversión a escala 
de grises; ajustes de brillo y contraste. 
con potencia similar a la de la 15d-PGJ2, pero con una capacidad de modificar pro-
teínas muy baja debido a la ausencia del doble enlace en el anillo de ciclopentano 
(Sánchez-Gómez et al., 2004). Este análogo no indujo alteraciones en la estructura 
del citoesqueleto de vimentina ni de tubulina (fig. 33C). Esto último indicaría que el 
efecto del tratamiento con la 15d-PGJ2 sobre el citoesqueleto no está relacionado 
con su capacidad de activar PPAR sino que probablemente es consecuencia de la 
modificación de proteínas por dicho compuesto.  
Figura 33: Efecto de derivados o análogos de la 15d-PGJ2 sobre el citoesqueleto de vimenti-
na y de tubulina de RMC. (A) Inmunoblot de vimentina y tubulina de RMC tratadas como en la 
figura 32. (B) Estructura de las 15d-PGJ2 y 9,10-dihidro-15-desoxi-Δ12,14-PGJ2 (9,10-dihidro-15d-
PGJ2). Con asteriscos están marcados los carbonos electrófilos de estos compuestos. (C) Imáge-
nes de microscopía de fluorescencia de RMC tratadas durante 2 h con 5 μM 9,10-dihidro-15d-
PGJ2 o 15d-PGJ2 biotinilada en medio mínimo. Se muestran tinciones de las mencionadas proteí-
nas del citoesqueleto (verde), en combinación, con tinción del núcleo (DAPI, azul). Se muestran 
las proyecciones máximas como en la fig. 32. En células tratadas con vehículo y 15d-PGJ2 se pu-
dieron observar los mismos patrones de distribución que en los respectivos tratamientos en la figu-































Figura 34: El efecto de la 15d-PGJ2 sobre la vimentina no se debe sólo a la producción de 
estrés oxidativo. Imágenes de microscopía de fluorescencia de RMC tratadas con 5 μM 15d-
PGJ2, 200 μM H2O2, su combinación, o vehículo, en medio mínimo durante dos horas. Inmuno-
fluorescencia con anti-vimentina. 
El colapso de los filamentos intermedios provocado por la 15d-PGJ2 depende 
de la presencia de la cisteína 328 de la vimentina. 
Para profundizar en el efecto del tratamiento con 15d-PGJ2 sobre el citoes-
queleto, nos hemos centrado en la modificación de la vimentina, ya que los filamen-
tos de vimentina son las estructuras que sufren un cambio más drástico. El efecto 
de la 15d-PGJ2 sobre el citoesqueleto de vimentina podría ser debido a su capaci-
dad de provocar estrés oxidativo en células (Kondo et al., 2001), ya que se ha su-
gerido que el colapso de los filamentos de vimentina podría estar relacionado con 
su oxidación (Rogers et al., 1989). Para explorar esta posibilidad hemos estudiado 
si el tratamiento de las células con agua oxigenada reproduce los efectos de la 15d-
PGJ2 sobre la distribución de los filamentos intermedios. Como se puede observar 























































































Figura 35: Efecto de la 15d-
PGJ2 sobre el citoesqueleto de 
vimentina salvaje o mutante. 
Imágenes de microscopía de 
fluorescencia (CCD) de RMC 
transfectadas con vectores de 
expresión de Gfp en fusión con 
v iment ina sa lva je  (GFP-
Vimentina-wt) o vimentina con la 
cisteína 328 sustituida por serina 
(GFP-Vimentina-C328S) y trata-
das como en la figura 32. Barra: 
50 μm. En el gráfico de abajo se 
muestra la cuantificacion del por-
centaje de células sometidas a 
dicho tratamiento que sufrieron el 
colapso de los filamentos de vi-
mentina. Las cuantificaciones 
fueron realizadas por dos obser-
vadores independientes a partir 
de al menos 200 células proce-
dentes de campos elegidos alea-
toriamente para cada punto ex-
perimental. De la cuantificación 
se excluyeron aquellas células 
que por expresar niveles muy 
altos de Gfp-vimentina presenta-
ban agregados. Se muestran me-
dias ± error estándar de tres   
experimentos independientes. 
*: diferencia significativa estadís-
ticamente (P< 0,05) en relación 
con el punto correspondiente de 
la vimentina salvaje. 
H2O2 provocó una disminución en la densidad de los filamentos intermedios, sin al-
terar significativamente su extensión. Más aún, la combinación de H2O2 y 15d-PGJ2 
dio lugar a una distribución de la vimentina parecida a la inducida por el tratamiento 
con H2O2 por sí sólo, aunque se pudieron observar algunos indicios de colapso de 
sus filamentos. Estas observaciones sugieren que el efecto de la 15d-PGJ2 no se 
debe a la inducción de estrés oxidativo, sino a la acción de otros mecanismos. La 
vimentina sólo contiene una cisteína que está conservada en todos los vertebrados. 
Hemos generado vectores de expresión de Gfp en fusión con la vimentina humana 
salvaje o vimentina mutante con la cisteína 328 sustituida por serina (C328S). Las 
dos construcciones se pudieron transfectar y expresar en RMC, en las que observa-
mos y comparamos la localización de la Gfp-vimentina por microscopía de fluores-




indujo un colapso de los filamentos de Gfp-vimentina similar al colapso observado 
en la vimentina endógena. Este efecto fue dependiente, en gran parte, de la pre-
sencia de la cisteína de dicha proteína, ya que un número significativo de células 
transfectadas con la vimentina mutante no sufrió el colapso de dichos filamentos en 

























1. Regulación de la expresión de proteínas G, y en particular 
de RhoB, por la inhibición de la isoprenilación. 
 
Las estatinas inducen un marcado aumento de RhoB. 
 Las estatinas, fármacos ampliamente usados para regular los niveles del co-
lesterol en la clínica, se usan también como herramientas para el estudio de las 
proteínas isopreniladas por su capacidad de inhibir la síntesis de isoprenoides y 
consiguientemente la isoprenilación. Existen varios estudios en los que se ha explo-
rado la influencia de tratamientos con estatinas sobre la expresión y actividad de 
proteínas GTPasas de bajo peso molecular. En estos estudios se ha observado que 
el tratamiento con estatinas, así como con otros inhibidores de la isoprenilación, 
cambia el patrón de localización de la mayoría de las GTPasas de la membrana al 
citoplasma (para revisión ver Fritz, 2005). Dependiendo de la proteína estudiada, el 
tipo celular y las condiciones experimentales, la inhibición de la asociación a mem-
brana puede conducir a la inactivación (Ghittoni et al., 2005; Nakagami et al., 2003; 
Narumiya et al., 2004) o por el contrario a la activación de determinadas GTPasas 
(Cordle et al., 2005; Dunford et al., 2006). Esta discrepancia se puede explicar por 
la existencia de un gran número de reguladores y efectores de las GTPasas men-
cionadas, como se ha esquematizado en la figura 3. La inhibición del                  
procesamiento —  isoprenilación, eliminación de los tres últimos aminoácidos y  
metilación — de las GTPasas, puede afectar a su interacción con algunos de sus 
reguladores y sus efectores, mientras que otros seguirían desempeñando su papel 
con normalidad. Así por ejemplo, la inhibición de la isoprenilación de Rac-1 en célu-
las THP-1, induce la activación de esta GTPasa, posiblemente porque evita su aso-
ciación con la proteína inhibidora RhoGDI, que reconoce sólo Rac geranilgeranilado 
(Cordle et al., 2005). Por el contrario, en la mayoría de los modelos experimentales, 
la actividad de las GTPasas de las familias Rho y Ras resulta reducida por la inhibi-
ción de su isoprenilación (Fernández-Hernando et al., 2005; Swanson y Hohl, 
2006). Además, la actividad de las GTPasas puede ser modificada por las alteracio-
nes de sus niveles de expresión que podrían perturbar dicha regulación.  
 Por estas razones, decidimos estudiar las consecuencias de la inhibición de la 
isoprenilación por estatinas, sobre los niveles de proteína de las GTPasas de bajo 




nas en células relevantes para las propiedades beneficiosas de estos fármacos, co-
mo son las células endoteliales. El modelo experimental de células endoteliales pri-
marias de aorta bovina (BAEC), está bien caracterizado y es ampliamente utilizado 
para el estudio de las respuestas del endotelio a diversos estímulos (Ganz et al., 
1986).  
 En este trabajo hemos observado que el tratamiento de células BAEC quies-
centes con estatinas no altera significativamente los niveles de proteína de la mayo-
ría de las GTPasas de bajo peso molecular estudiadas. Las proteínas Rap2, Cdc42, 
y RhoB sufrieron un incremento, aunque sólo en el caso de RhoB este aumento fue 
de más de diez veces. Este efecto se pudo detectar de forma temprana tras la adi-
ción de estatinas y con concentraciones de Sv similares a las que se pueden en-
contrar en plasma de individuos tratados con este fármaco (Desager y Horsmans, 
1996). El incremento en los niveles de RhoB  se pudo observar en todos los tipos 
celulares estudiados y tras la incubación con diversas estatinas, lo que sugiere un 
mecanismo de regulación ubicuo. Ya que RhoB se ha relacionado con funciones 
celulares importantes, como la endocitosis y la señalización de receptores de facto-
res de crecimiento, así como con la inducción de muerte celular, decidimos investi-
gar con mayor profundidad la regulación de su expresión por isoprenilación. 
 Por otra parte, de las proteínas estudiadas, sólo en los casos de RhoB y Rab5 
se observaron cambios en su movilidad electroforética, algo que indicaría la baja 
sensibilidad de la isoprenilación de otras proteínas a este tratamiento, y/o la impli-
cación de otros determinantes, como por ejemplo de la palmitoilación. 
 
Las estatinas modulan los niveles de proteína de RhoB inhibiendo la isopreni-
lación de proteínas. 
Las estatinas inhiben toda la ruta de biosíntesis del colesterol puesto que 
bloquean la producción de mevalonato. Incluso una inhibición parcial de la HMG-
CoA reductasa, alteraría la producción de uno o más de los numerosos productos 
finales de esta vía. Dependiendo de las necesidades de cada tipo celular por cada 
metabolito, la producción de otros podría resultar alterada. Concentraciones no tóxi-
cas de las estatinas, como las usadas en este trabajo, permitirían la producción de 
las cantidades necesarias de metabolitos indispensables para la supervivencia ce-




nona (para cuya síntesis se requiere GGPP) o el propio colesterol entre otros, aun-
que la disponibilidad de productos intermedios como los isoprenoides podría dismi-
nuir hasta el nivel de afectar a la isoprenilación de determinadas proteínas.  
En este trabajo hemos observado que, como era de esperar, el suplemento 
de mevalonato revirtió el aumento de RhoB provocado por Sv, ya que restaura toda 
la ruta biosintética. Sin embargo, el suplemento de colesterol no tuvo ningún efecto 
sobre el aumento de RhoB, indicando que éste no se produjo por la eventual altera-
ción de la estructura de las membranas y la consiguiente alteración de la función 
celular causada por la posible disminución de los niveles de colesterol. La observa-
ción de que los isoprenoides que son sustratos de las preniltransferasas, FPP y 
GGPP, revirtieron el efecto de Sv, y que por el contrario, inhibidores de estas enzi-
mas lo mimetizaron, indica que la inhibición de la isoprenilación juega un papel im-
portante en la modulación de los niveles de RhoB. 
Por el contrario, datos preliminares obtenidos en nuestro laboratorio      
muestran un comportamiento distinto de los niveles de Cdc42 en respuesta a estos 
tratamientos. La inhibición de la isoprenilación por FTI y GGTI no mimetizó el au-
mento de Cdc42 inducido por de Sv, mientras que el suplemento de GGPP así co-
mo el de colesterol revirtieron parcialmente el efecto de Sv. Esto último sugeriría la 
implicación del colesterol u otros esteroles en la regulación de los niveles de esta 
proteína, algo que se está estudiando más a fondo en la actualidad en nuestro labo-
ratorio. 
La inhibición de la isoprenilación puede afectar directa o indirectamente a un 
gran número de proteínas con diversas funciones que podrían estar implicadas en 
la regulación de los niveles de RhoB mediante múltiples mecanismos, como la mo-
dulación de la transcripción del gen, la estabilidad de su RNA, su traducción y/o la 
estabilidad de la proteína (Engel et al., 1998; Holstein et al., 2002; Jahner y Hunter, 
1991; Jiang et al., 2004; Tovar et al., 2003; Westmark et al., 2005). 
 
La inhibición de la actividad de GTPasas de bajo peso molecular modula los 
niveles de mRNA de RhoB. 
 Hemos observado que el tratamiento con Sv induce un aumento de dos veces 
de los niveles del RNA mensajero de RhoB, efecto que contribuiría al aumento de 
los niveles de proteína. Como ya se conoce, la transcripción del gen de RhoB, así 
como la estabilidad del tránscrito se regula por diversos factores como el estrés ge-
notóxico (Fritz et al., 1995; Westmark et al., 2005). Se ha descrito que en la regula-
ción de su transcripción juegan un papel importante miembros de la familia de las 
Rho GTPasas, entre ellos la propia RhoB (Fritz y Kaina, 1997). La inhibición de la 
isoprenilación por estatinas altera la actividad de las proteínas Rho. Hemos obser-
vado que la modulación de esta actividad mediante toxinas bacterianas mimetiza el 
efecto del tratamiento con Sv sobre los niveles de mRNA de RhoB y que un inhibi-
dor específico de la Rho quinasa, efector de RhoA, también produjo este efecto. 
Con estos resultados podríamos proponer que en células BAEC la inhibición de la 
isoprenilación induce la pérdida de la señalización de RhoA hacia Rho quinasa y 
eso eliminaría cierta regulación negativa sobre los niveles del mRNA de RhoB co-
mo se ha propuesto anteriormente. Es este sentido, se podría considerar la posible 
influencia de la proteína RhoB en la regulación de los niveles de su mRNA. 
 
La inhibición de la isoprenilación confiere más estabilidad a la proteína RhoB. 
 La modulación de los niveles de mRNA de RhoB por la inhibición de la isopre-
nilación, aunque significativa, no parece suficiente para justificar el aumento de los 
niveles de proteína inducido. Por ello estudiamos a continuación posibles mecanis-
mos de regulación postraduccional. RhoB es una proteína de vida media muy corta. 
Este fenómeno puede estar relacionado con la necesidad de mantener una regula-
ción estrecha de esta proteína. Se ha descrito que el factor de crecimiento TGFβ 
induce una marcada estabilización de RhoB a expensas de la forma isoprenilada de 
la proteína (Engel et al., 1998). Nosotros observamos que el tratamiento con Sv 
alarga la vida media de la proteína RhoB. Esto podría indicar que el componente 
mas importante del aumento de los niveles de RhoB provocado por Sv podría ser 
debido a un aumento de la estabilidad de la proteína que en este caso ocurre a   
expensas de la forma no procesada. 
El aumento de la estabilidad de RhoB inducido por la inhibición de la isopre-
nilación podría ser un efecto directo o indirecto de dicha modificación. La inhibición 
directa de la isoprenilación de RhoB mediante la mutación de la cisteína de la caja 
CAAX resultó en una marcada estabilización de la proteína, lo cual indica que el 
propio procesamiento postraduccional de RhoB es necesario para la regulación de 




Hasta el momento no existen evidencias de este tipo de regulación en otras 
proteínas, aunque no se puede descartar que varias proteínas pudieran estar suje-
tas a esta regulación. Estos resultados ponen de manifiesto una nueva modo en el 
que la isoprenilación regula ciertas GTPasas. 
 
La palmitoilación de RhoB en la cisteína 192 es importante para su localiza-
ción y degradación. 
Un aspecto importante que es preciso tener en cuenta es que la isoprenila-
ción es sólo la primera de una serie de modificaciones que afectan al carboxilo-
terminal de las GTPasas de bajo peso molecular y que dependen de la presencia 
del isoprenoide, en concreto la proteólisis de los tres últimos aminoácidos y la este-
rificación del grupo carboxilo de la cisteína (fig. 35).  
En general, la región de las GTPasas adyacente a la caja CAAX, la denomi-
nada región hipervariable, contiene elementos estructurales muy importantes para  
la localización de dichas proteínas, su asociación estable con membranas, así co-
mo su asociación con otras proteínas como la RhoGDI (Michaelson et al., 2001). 
Como se muestra en la figura 36, la alineación de las regiones carboxilo-terminal de 
varias GTPasas permite apreciar que cada proteína posee secuencias con distintas 
características. Algunas, como K-Ras y RhoA, contienen aminoácidos básicos en 
sitios cercanos a la caja CAAX, que por su carga interaccionarían con las cabezas 
polares de los fosfolípidos, estabilizando así la interacción de la proteína con la 
membrana. Otras, entre ellas RhoB y H-Ras, contienen residuos de cisteína, que se 
ha demostrado que pueden ser modificados por palmitoilación (Adamson et al., 
1992a; Wang y Sebti, 2005). La adición de un lípido de cadena larga en esta región 
Figura 35: Representación esquematizada de la proteína RhoB farnesilada, carboxil-metilada y pal-













puede estabilizar la interacción de la proteína con la membrana.  
En algunos casos se ha observado que esta acilación secundaria puede ser 
un factor dinámico, que influye en la regulación de la actividad de la proteína y en 
su localización en compartimentos de membrana específicos. 
Las cisteínas 189 y 192 de RhoB pueden encontrarse palmitoiladas, aunque 
se ha descrito que la palmitoilación de la cisteína 192 es cuantitativa y funcional-
mente más importante (Adamson et al., 1992a; Wang y Sebti, 2005). La palmitoila-
ción de RhoB contribuye a determinar su localización específica en membrana plas-
mática y membranas intracelulares (Michaelson et al., 2001).  
Nuestros resultados demuestran que la sustitución de la cisteína 192 por se-
rina estabiliza la proteína RhoB y resulta en una distribución difusa de la proteína 
por el citoplasma de las células. Es importante destacar que RhoB(C192S) conser-
va la cisteína 193 y se encuentra por tanto potencialmente isoprenilada. Esto impli-
ca que el bloqueo de la palmitoilación es suficiente para estabilizar la proteína. En 
concordancia con esta conclusión, el tratamiento con 2BP, inhibidor de la palmitoila-
ción de proteínas, indujo un incremento de los niveles de RhoB. Estas observacio-
nes constituyen la primera evidencia de que la palmitoilación es importante para la 
degradación de una proteína. Desde el punto de vista funcional, se ha descrito que 
la sustitución de la cisteína 192 impide la actividad pro-apoptótica de RhoB (Wang y 
Sebti, 2005).  
Estas evidencias garantizan el interés de futuros estudios en los que se ex-
Figura 36: Alineación de las secuencias de aminoácidos de las regiones carboxilo-
terminal de varias GTPasas de bajo peso molecular. En fondo rojo se muestran las cisteínas 
diana de isoprenilación. Se muestran también los porcentajes de homología de la secuencia de 




 RhoB  MAVRIQAYD-YLECSA-KTKEGVREVF-ETATRAALQ---------KRYGSQNGCINCCKVL 
 TC10  LA-KEIGACCYVECSALTQK-GLKTVFDEAIIAILTP-----KKHTVKKRIGSRCINCCLIT 68% 
H-Ras  LA-RSYG-IPYIETSA-KTRQGVEDAFYTLV-REIRQHKLRKLNPP-DESGPGCMSCKCVLS 50% 
Rap2B  ALAEEWS-CPFMETSA-KNKASVDELFAEIV-RQMNY--------AAQSNGDEGCCSACVIL 47% 
N-Ras  LA-KSYG-IPFIETSA-KTRQGVEDAFYTLV-REIRQYRMKKLNSS-DDGTQGCMGLPCVVM 49% 
 RhoA  MANRIGAFG-YMECSA-KTKDGVREVF-EMATRAALQA--------RRGKKKSG----CLVL 92% 
Rap1A  LA-RQWCNCAFLESSA-KSKINVNEIFYDLV-RQINRKTPVE----KKKPKKKS----CLLL 50% 
K-Ras  LA-RSYG-IPFIETSA-KTRQGVDDAFYTLV-REIRKHKEKMSKDGKKKKKKSKTK--CVIM 51% 
Cdc42  LA-RDLKAVKYVECSALTQK-GLKNVFDEAILAALEPPEP------KKSRR-------CVLL 70% 
 Rac1  AMAKEIGAVKYLECSALTQR-GLKTVFDEAI-RAVLCPPPV-----KKRKRK------CLLL 70% 
 
ACÍDICOS:  DE 
BÁSICOS:  KRH 
POLARES:  NCQSTYW 
HIDROFÓBICOS: MAILFVP 
NEUTROS:  G 
plore con detalle la importancia de la palmitoilación en la función de RhoB, así co-
mo las implicaciones de la posible palmitoilación de la cisteína 189. 
Es interesante resaltar que en todas las condiciones experimentales mencio-
nadas se ha observado una correlación entre la estabilidad incrementada y la alte-
ración de la localización subcelular de RhoB. Esto podría sugerir que la degrada-
ción de RhoB ocurre en un compartimento celular concreto. 
 
La degradación de RhoB ocurre de manera independiente de la función del 
proteasoma y precisa tráfico y maduración vesicular. 
 Se ha descrito que la rápida degradación de RhoB está mediada por el protea-
soma (Engel et al., 1998). Sin embargo, en nuestras condiciones, los inhibidores del 
proteasoma provocaron sólo un modesto aumento en los niveles de RhoB. Por otra 
parte, el tratamiento con Sv no incrementó los niveles de proteínas ubiquitinadas, lo 
cual sugiere que la Sv no interfiere con la función o actividad del proteasoma. Ade-
más, la combinación de Sv con Z-LLL-CHO, que fue el inhibidor que más aumentó 
los niveles de proteínas ubiquitinadas, produjo un aumento en los niveles de RhoB 
mayor que la suma de los dos por separado, sin incrementar más los niveles de las 
proteínas ubiquitinadas. Esto podría indicar la existencia de otra vía independiente 
de degradación de RhoB, que funcionaría en paralelo con la del proteasoma.  
 Así, se podría proponer la hipótesis de que la ubiquitinación de RhoB se in-
hibiría en presencia de ciertos factores de crecimiento (Engel et al., 1998) y en con-
traste la segunda vía proteolítica actuaría de forma constitutiva, controlando los ni-
veles de RhoB isoprenilada y palmitoilada. En este contexto, observamos que los 
tratamientos con compuestos capaces de inhibir un amplio espectro de proteasas 
fueron los más eficaces en aumentar los niveles de RhoB, indicando la posible ac-
ción cooperativa de diversas enzimas en su degradación. 
RhoB se localiza en la superficie de endosomas tempranos y regula el tráfico 
y señalización del receptor de EGF en dichas vesículas (fig. 37) (Ellis y Mellor, 
2000; Gampel et al., 1999; Wherlock et al., 2004). La desaparición de RhoB de los 
endosomas tardíos y los lisosomas podría ser indicativa de su degradación ya que 
dichas vesículas constituyen otro sistema de proteólisis, encargado de la degrada-
ción de receptores, factores de crecimiento y proteínas incorrectamente plegadas, 




(revisado en Clague, 1998; Pillay et al., 2002). Nuestros resultados indican que la 
inhibición del tráfico endosomal así como de la acidificación de los endosomas y 
lisosomas inducen un aumento de la estabilidad de la proteína RhoB.  
Una hipótesis interesante para explicar estos fenómenos, sería que la proteí-
na RhoB se trasloca al interior de los endosomas o lisosomas, donde existe una 
gran cantidad de proteasas, como las catepsinas que la podrían degradar. Recien-
temente se ha descrito un mecanismo encargado de la degradación de proteínas 
de la membrana plasmática reconocidas como incorrectamente plegadas o que 
contengan mutaciones (Conn et al., 2006; Sharma et al., 2004). Este proceso inclu-
ye el marcaje/ligación de dichas proteínas con ubiquitina para ser reconocidas por 
las proteínas encargadas de introducirlas en los lisosomas. Por otra parte, la palmi-
toilación/despalmitoilación de RhoB podría ser un mecanismo hipotético de regula-
ción de esta vía de degradación de la proteína.   
Los hallazgos de este estudio plantean la posibilidad de explorar las posibles 
interacciones entre la ubiquitinación, la plausible localización intralisosomal de 
RhoB y su estabilidad, así como el papel de la palmitoilación en estos procesos. 
Figura 37: Esquema hipotético de posibles vías de degradación de RhoB dependientes 
de modificaciones lipídicas. CIREG: compartimiento intermedio entre el retículo endoplásmico 




  En conjunto, este apartado de nuestros resultados pone de manifiesto nuevas 
implicaciones de la isoprenilación y palmitoilación de proteínas. Dichas modificacio-
nes lipídicas, hasta el momento consideradas como determinantes de localización, 
pueden contribuir a los mecanismos de regulación de la función de las proteínas. 
Especialmente en el caso de RhoB, estas modificaciones contribuyen de manera 
dinámica a la estrecha regulación de sus niveles, así como a la localización en el 




2. Identificación de proteínas diana de modificación por lípi-
dos electrófilos. 
 
 La modificación de proteínas por lípidos electrófilos es un tema de estudio 
emergente que está cobrando interés por su implicación en procesos tanto fisiológi-
cos como patológicos (Ceaser et al., 2004; Zmijewski et al., 2005). La identificación 
de las proteínas diana de cada uno de estos lípidos puede proporcionar información 
sobre sus efectos específicos así como sobre la selectividad de la modificación pa-
ra el posible diseño de fármacos. Por estas razones hemos desarrollado una meto-
dología de identificación de dianas de uno de los lípidos modelo de estudio, la  
prostaglandina 15d-PGJ2, basada en el uso de un derivado biotinilado de la prosta-
glandina disponible en nuestro laboratorio. Dicha metodología se podría aplicar al 
estudio de otros lípidos electrófilos, e incluso adaptarse a tecnologías de alto rendi-
miento. 
 
Comprobación de los efectos biológicos de la 15d-PGJ2 biotinilada y de su 
capacidad de unión a proteínas en células. 
 El primer paso de este proceso sería la confirmación de que el análogo biotini-
lado de la 15d-PGJ2 o en su caso de otro lípido electrófilo, modifica las mismas   
dianas y ejerce efectos biológicos similares a los del compuesto original. En el caso 
de la 15d-PGJ2 biotinilada, se había comprobado que se unía a diversas dianas  




res consecuencias funcionales (Pérez-Sala et al., 2003). Además, comprobamos 
que el análogo biotinilado mostraba la misma capacidad que la 15d-PGJ2 de inducir       
determinadas respuestas celulares dependientes de la modificación de proteínas, 
como la inhibición de la inducción de la iNOS en respuesta a citoquinas o la  induc-
ción de Hsp70 en células mesangiales (Sánchez-Gómez et al., 2004). 
 Cabe entender que, debido a la presencia de la molécula de biotina, es posi-
ble que no haya coincidencia en todas las dianas y efectos biológicos de la 15d-
PGJ2 biotinilada y de la prostaglandina original, algo que se podría comprobar para 
cada una de las dianas identificadas, con estudios de competición de los dos lípidos 
o espectrometría de masas, entre otros métodos. Ya que el derivado biotinilado mi-
metiza los efectos biológicos de la 15d-PGJ2 en nuestro sistema, asumimos que al 
menos existe coincidencia en las dianas implicadas en estos efectos.  
 A continuación comprobamos que la 15d-PGJ2 biotinilada modificaba un gran 
número de proteínas en células. Las proteínas susceptibles de ser modificadas for-
man un grupo delimitado que no se corresponde con el patrón de la tinción de pro-
teína total, como hemos demostrado. Además, hemos comprobado que la unión de 
la 15d-PGJ2 biotinilada a las proteínas es estable en las condiciones de los análisis 
realizados, al igual que la unión del compuesto original. De acuerdo con las propie-
dades de los enlaces generados entre carbonos electrófilos y ci-steínas por adición 
de Michael, la unión se puede revertir en condiciones alcalinas (Narumiya et al., 
1987). 
 
Identificación de proteínas diana de la 15d-PGJ2 biotinilada. 
 Utilizando la metodología descrita en el apartado de Resultados y esquemati-
zada en la figura 33, hemos identificado “manchas” de proteínas en geles de elec-
troforesis 2D que son positivas para la unión de la 15d-PGJ2 biotinilada. Asumimos 
que, como hemos comprobado en algunos casos concretos (fig. 31) (Cernuda-
Morollón et al., 2001; Pérez-Sala et al., 2003; Pérez-Sala et al., 2002), solamente 
una pequeña parte de la cantidad total de cada proteína está modificada y que la 
modificación por dicho compuesto no altera el punto isoeléctrico ni el peso molecu-
lar de la proteína significativamente ya que la 15d-PGJ2 biotinilada no posee cargas 
libres y tiene un peso molecular de aproximadamente 600 Dalton. Dichas 




espectrometría de masas y algunas de ellas se identificaron.  
 La cromatografía de afinidad en avidina y detección con anticuerpos específi-
cos permitió obtener evidencias confirmatorias de la modificación de algunas proteí-
nas de interés. Además, hemos confirmado posteriormente la modificación de algu-
nas de las dianas identificadas, concretamente de la actina y la vimentina, por pros-
taglandinas ciclopentenonas en ensayos in vitro (resultados pendientes de publica-
ción). 
Todas las proteínas identificadas como dianas de la 15d-PGJ2 biotinilada, 
contienen cisteínas en su secuencia. Algunas de estas proteínas se han identifica-
do en estudios recientes como dianas de tiolación en condiciones de estrés oxidati-
vo  o como dianas de alquilación o modificaciones por otros agentes como el óxido 
nítrico (Cumming et al., 2004; Eaton et al., 2002; Eaton et al., 2003). Esta circuns-
tancia es probablemente consecuencia de que la adición de Michael afecta a cisteí-
nas altamente reactivas y posiblemente implicadas en la respuesta celular a estrés 
oxidativo y a agentes alquilantes. Así, este método podría servir también para   
identificar nuevas funciones de proteínas como sensores del estado redox celular.  
 Es importante resaltar que las proteínas identificadas eran detectables con la 
tinción de Coomassie coloidal y consecuentemente se trata de proteínas abundan-
tes en estas células. Numerosas “manchas” extraídas de los geles no pudieron ser 
identificadas en los procedimientos habituales de proteómica. En este sentido, tra-
bajo reciente de nuestro grupo ha mostrado que el uso de procedimientos más sen-
sibles así como el enriquecimiento de las muestras en proteínas modificadas previo 
al análisis puede contribuir a identificar proteínas menos abundantes. 
 
Las proteínas del citoesqueleto son dianas de modificación por la 15d-PGJ2 
biotinilada. 
 Entre las proteínas identificadas como dianas de modificación por 15d-PGJ2 
biotinilada se encontraron las tres principales proteínas integrantes del citoesquele-
to de las células RMC, actina, tubulina y vimentina. Además, se identificó la tropo-
miosina, implicada en contracción del citoesqueleto y de la célula. En el caso de la 
vimentina, estimamos la proporción de la proteína retenida en avidina en un 30% de 
la vimentina total, lo cual en nuestra experiencia, podría suponer un porcentaje muy 




Teniendo en cuenta que la molécula encargada de unirse a los lípidos elec-
trófilos para proteger las células de sus efectos tóxicos, el glutatión, lleva a cabo 
una misión suicida, no se puede descartar que también las proteínas mencionadas 
no cumplan una función protectora frente a agentes oxidantes. Esto se ha propues-
to también para otras proteínas implicadas en detoxificación, como la glutatión-S-
transferasa (GST) (Hayes et al., 2005).  
Por otra parte, la modificación de cisteínas de proteínas del citoesqueleto po-
dría tener consecuencias en la regulación de la formación de filamentos o en su 
despolimerización. La tubulina por ejemplo contiene un gran número de cisteínas 
en su secuencia y es sensible al estado redox de la célula (Landino et al., 2004). La 
alquilación de cisteínas funcionales de dicha proteína puede alterar la polimeriza-
ción de los microtúbulos afectando así procesos importantes en los que está impli-
cada, como la división celular. Esta propiedad ha constituido la base para el desa-
rrollo de fármacos antitumorales (Scozzafava et al., 2002; Shan et al., 1999). En es-
te aspecto, la modificación de la tubulina por 15d-PGJ2 podría proporcionar una po-
sible explicación para algunos de los efectos antiproliferativos de este lípido.  
La vimentina por otro lado, contiene solamente una cisteína, conservada en 
todos los vertebrados (fig. 37), lo que sugiere un papel importante de dicho residuo. 
Además, la proteína GFAP y la desmina, que comparten la estructura de la vimenti-
na y pueden, al menos in vitro, formar filamentos junto con la vimentina, también 
contienen una cisteína en el mismo dominio. En el caso de la vimentina, la cisteína 
se ha descrito que se modifica oxidación (Rogers et al., 1991) o por glutationilación 
en condiciones de estrés oxidativo (Fratelli et al., 2002). La función de esta cisteína 
así como el significado funcional de su oxidación no se conoce todavía. Se ha su-
gerido que la oxidación de la cisteína 328 de la vimentina podría estar involucrada 
en el colapso de los filamentos intermedios, observado en sinoviocitos expuestos a 
estrés oxidativo (Rogers et al., 1989). 
 
Efecto del tratamiento con 15d-PGJ2 sobre las proteínas del citoesqueleto. 
 Nuestros resultados muestran que la 15d-PGJ2 induce cambios en la distribu-
ción de los filamentos intermedios y de los microtúbulos. Especialmente en el caso 
de los filamentos de vimentina observamos su colapso alrededor del núcleo. Las 




constante interacción en condiciones fisiológicas. Las redistribuciones observadas 
no han tenido el mismo alcance, indicando la posible pérdida parcial de dicha inter-
acción. La interdependencia de la distribución y estructura de estas redes se debe 
estudiar más a fondo para esclarecer este fenómeno. 
 El colapso de los filamentos intermedios ha sido relacionado con respuestas 
celulares a choque térmico (Lee et al., 2001). Existe la posibilidad de que en el caso 
del tratamiento con 15d-PGJ2 las células respondan de la misma manera. Hemos 
observado que la 15d-PGJ2 induce una respuesta análoga a la del choque térmico 
en células mesangiales en términos de la inducción de la chaperona Hsp70. Ade-
más, también la chaperona Hsp90 es diana de la 15d-PGJ2. Se ha descrito que la 
modificación de cisteínas críticas en Hsp90, por ejemplo por nitrosilación, inactiva 
esta proteína y que este mecanismo puede estar implicado en la activación de Hsf1 
y la inducción de una respuesta de choque térmico (Martínez-Ruiz et al., 2005). Por 
todo ello, no se puede descartar que las alteraciones en la distribución de los fila-
mentos intermedios y de los microtúbulos inducida por 15d-PGJ2 sean provocadas 
por mecanismos indirectos, consecuencia de una respuesta análoga a la respuesta 
a choque térmico. Además, ante el gran número de dianas de la 15d-PGJ2, ésta po-
dría modificar y afectar a la función de proteínas reguladoras del citoesqueleto, alte-
rando así su organización. Así, por ejemplo, la regulación directa o indirecta de la 
actividad de quinasas y fosfatasas capaces de actuar sobre las proteínas del citoes-
queleto, como las quinasas PKC o la p70 S6, y la fosfatasa PP2A, o la modulación 
de la actividad de las Rho GTPasas podría provocar la redistribución del citoesque-
leto. En este sentido, se ha descrito que la hiperfosforilación de la vimentina, en 
respuesta a diversos estímulos, provoca su colapso alrededor del núcleo (Coca-
Prados, 1985). 
 Nuestros resultados indican que el colapso de los filamentos de vimentina no 
se debe a la producción de estrés oxidativo. Por una parte el estrés oxidativo provo-
cado por H2O2 indujo un efecto diferente al de la 15d-PGJ2 sobre la distribución de 
los filamentos intermedios y además este efecto prevaleció cuando se realizaron 
cotratamientos con ambos agentes. 
 Al menos en el caso de la vimentina, hemos demostrado que la única cisteína 
que la proteína posee es importante para la inducción del colapso provocado por el 




la cisteína 328 había sido sustituida por serina, evitó parcialmente el colapso obser-
vado, lo cual indicaría que este residuo es diana para modificaciones inducidas por 
este lípido. Es necesario considerar también la posibilidad de que esta cisteína esté 
implicada en interacciones con otras proteínas, las cuales podrían contribuir al co-
lapso de los filamentos intermedios. El efecto de la sustitución de la cisteína 328 
por serina fue parcial probablemente debido a la existencia de filamentos de vimen-
tina endógena (salvaje), que seguirían siendo sensibles a este tratamiento. Ade-
más, la proteína endógena tiene una expresión elevada, parecida a la conseguida 
por la transfección del mutante, por lo que ambas podrían contribuir en una propor-
ción significativa a la formación de los filamentos intermedios. 
 
En conclusión, hemos descrito un nuevo abordaje experimental para la identifica-
ción de proteínas diana de modificación por lípidos electrófilos. Esta metodología ha 
permitido la identificación de varias dianas de la 15d-PGJ2 en células RMC, entre 
Figura 38: Estructura del dímero de la vimentina y alineación de las secuencias en el 
entorno de la cisteína de las vimentinas de diversas especies. Se muestran los porcenta-





Desde Strelkov y col. (2003)
Homo sapiens (humana)   STEYRRQVQSLTCEVDALKGTNESL 
Pan troglodytes (chimpancé)   STEYRRQVQSPTCEVDALKGTNESL  99%
Cercopithecus aethiops (cercopiteco verde) SNEYRRQVQSLTCEVDALKGTNESL  99%
Canis familiaris (perro)   STEYRRQVQSLTCEVDALKGTNESL  98% 
Mus musculus (ratón)    SNEYRRQVQSLTCEVDALKGTNESL  97% 
Rattus norvegicus (rata)   SNEYRRQVQSLTCEVDALKGTNESL  97% 
Bos taurus (vaca)    SNEYRRQVQTLTCEVDALKGTNESL  96% 
Gallus gallus (pollo)    ANEYRRQIQSLTCEVDALKGSNESL  92% 
Daboia russellii (víbora de Russel)  ASEYRRQIQSLTCEVDALKGTNESL  83% 
Xenopus laevis (rana africana)  TSDFRRQIQTLTCEIDAMKGSNESY  77% 
Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris) ANEYRRQVQALTCEVDSLKGTNESM  73% 
Danio rerio (pez zebra)   ANDYRRQLQALTCDLEALKGTNESL  70% 
o bre
ellas los principales componentes del citoesqueleto, y hemos observado la redistri-
bución las redes de los filamentos intermedios y de los microtúbulos provocada por 
el tratamiento con este lípido. Al menos para una de sus dianas, la vimentina, la 
presencia de la cisteína diana de dicha modificación es importante para el efecto de 
la 15d-PGJ2. 
 
 El estudio de los tipos de modificaciones lipídicas abordados en este trabajo 
nos ha permitido desvelar nuevas implicaciones de estos procesos. 
 Un aspecto importante que puede derivarse de estos hallazgos es el de la po-
sible interacción entre las modificaciones estudiadas. Tanto la isoprenilación-
palmitoilación como la adición de lípidos electrófilos tienen lugar en cisteínas acce-
sibles y reactivas de las proteínas, que en algunos casos pueden ser sensibles tam-
bién a modificaciones por otros agentes oxidantes. Existen evidencias de que para 
algunas proteínas las interacciones entre las diversas modificaciones podrían ser 
especialmente significativas, como es el caso de la proteína H-Ras. Dicha proteína, 
se isoprenila y se palmitoila (Willumsen et al., 1996). Además, se ha descrito la   
Figura 39: Las posibles vías de actuación de la 15d-PGJ2 para provocar el colapso de la 
vimentina.  
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nitrosilación, glutationilación, y modificación por 15d-PGJ2 de H-Ras en distintas 
cisteínas (Mallis et al., 2001; Oliva et al., 2003). Se ha comprobado que la modifica-
ción por prostaglandinas con estructura ciclopentenona puede tener lugar en alguna 
de las cisteínas implicadas en la palmitoilación. Este podría ser el caso también de 
RhoB, que contiene dos cisteínas accesibles y susceptibles de palmitoilación, que 
podrían ser modificadas por lípidos electrófilos. Debido a la gran variedad de lípidos 
electrófilos, no se puede descartar que algunos de ellos, que poseen una larga cola 
hidrofóbica, pudieran facilitar la localización de proteínas en membranas, mediante 
la unión covalente de estos lípidos a sus dianas. El estudio de estas posibles inter-
acciones y sus consecuencias biológicas podría ser el objetivo de futuros trabajos 

























Del desarrollo de este trabajo, en el que hemos estudiado los efectos de modifi-
caciones lipídicas en residuos de cisteína de proteínas diana, hemos obtenido las 
siguientes conclusiones: 
 
1.1 La inhibición de la isoprenilación induce un aumento de los niveles de la pro-
teína RhoB que ocurre en varios tipos celulares y está relacionado con un 
aumento en su estabilidad. 
1.2 La inhibición de la palmitoilación de RhoB también conlleva un aumento en la 
estabilidad de la proteína. 
1.3 La inhibición de la isoprenilación o palmitoilación de RhoB, provoca una mar-
cada alteración en la localización subcelular de RhoB. 
1.4 La degradación de RhoB, que depende del procesamiento de su extremo 
carboxilo terminal, resulta retardada por la inhibición del tráfico endocítico y 
de la acidificación de los endosomas/lisosomas. 
1.5 El conjunto de estas observaciones sugiere que existe una interrelación entre 
el procesamiento postraduccional de RhoB por lípidos (isoprenilación y pal-
mitoilación), su localización intracelular y su degradación relacionada con el 
tráfico vesicular intracelular. 
2.1 La 15d-PGJ2 biotinilada mimetiza algunos de los efectos biológicos del com-
puesto original, y se une covalentemente a un conjunto definido y amplio de 
proteínas.  
2.2 Las proteínas del citoesqueleto, vimentina, tubulina y actina, son dianas im-
portantes para la modificación por el lípido 15d-PGJ2 en RMC. La distribución 
de la red de microtúbulos y sobre todo de la red de filamentos intermedios se 
afecta por el tratamiento con la 15d-PGJ2. 
2.3 La presencia de la cisteína 328 en la vimentina es importante para el colapso 
de la red de filamentos intermedios por la 15d-PGJ2. 
2.4 El conjunto de estas observaciones sugiere que el uso de derivados biotinila-
dos de prostaglandinas con estructura ciclopentenona, en combinación con 
técnicas de proteómica, puede constituir un método eficaz para la identifica-
ción de nuevas proteínas diana de estos compuestos, y permite el estudio de 
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Identification of Novel Protein Targets for Modification by
15-Deoxy-12,14-Prostaglandin J2 in Mesangial Cells Reveals
Multiple Interactions with the Cytoskeleton
Konstantinos Stamatakis, Francisco J. Sa´nchez-Go´mez, and Dolores Pe´rez-Sala
Departamento de Estructura y Funcio´n de Proteı´nas, Centro de Investigaciones Biolo´gicas, Madrid, Spain
The cyclopentenone prostaglandin 15-deoxy-12,14-PGJ2 (15d-PGJ2) has been shown to display protective effects against renal
injury or inflammation. In cultured mesangial cells (MC), 15d-PGJ2 inhibits the expression of proinflammatory genes and
modulates cell proliferation. Therefore, cyclopentenone prostaglandins (cyPG) have been envisaged as a promise in the
treatment of renal disease. The effects of 15d-PGJ2 may be dependent on or independent from its role as a peroxisome
proliferator–activated receptor agonist. It was shown recently that an important determinant for the peroxisome proliferator–
activated receptor–independent effects of 15d-PGJ2 is the capacity to modify proteins covalently and alter their function.
However, a limited number of protein targets have been identified to date. Herein is shown that a biotinylated derivative of
15d-PGJ2 recapitulates the effects of 15d-PGJ2 on the stress response and inhibition of inducible nitric oxide synthase levels
and forms stable adducts with proteins in intact MC. Biotinylated 15d-PGJ2 was then used to identify proteins that potentially
are involved in cyPG biologic effects. Extracts from biotinylated 15d-PGJ2–treated MC were separated by two-dimensional
electrophoresis, and the spots of interest were analyzed by mass spectrometry. Identified targets include proteins that are
regulated by oxidative stress, such as heat-shock protein 90 and nucleoside diphosphate kinase, as well as proteins that are
involved in cytoskeletal organization, such as actin, tubulin, vimentin, and tropomyosin. Biotinylated 15d-PGJ2 binding to
several targets was confirmed by avidin pull-down. Consistent with these findings, 15d-PGJ2 induced early reorganization of
vimentin and tubulin in MC. The cyclopentenone moiety and the presence of cysteine were important for vimentin
rearrangement. These studies may contribute to the understanding of the mechanism of action and therapeutic potential of
cyPG.
J Am Soc Nephrol 17: 89–98, 2006. doi: 10.1681/ASN.2005030329
P rostaglandins with cyclopentenone structure are en-dogenous eicosanoids that are generated by nonenzy-matic dehydration of arachidonic acid metabolites. Cy-
clopentenone prostaglandins (cyPG) exert varied biologic
actions, including inhibition of cell proliferation in several can-
cer cell lines and anti-inflammatory and antiviral activities. The
molecular basis for these varied effects is multiple. The com-
mon feature of these prostaglandins is the presence of an un-
saturated carbonyl group in the cyclopentane ring (cyclopen-
tenone; see Figure 1). This structure was found early to be an
important requirement for the antitumoral and antiviral effects
of cyPG (1). This moiety confers cyPG the capacity to form
covalent adducts with thiol groups in glutathione or in proteins
by Michael addition (Figure 1). Modification of critical cysteine
residues in signaling proteins can modulate cell function. More-
over, some cyPG, such as 15-deoxy-12,14-PGJ2 (15d-PGJ2), may
act as ligands for the transcription factors of the nuclear recep-
tor superfamily known as peroxisome proliferator–activated
receptors (PPAR), which have been reported to play important
roles in the regulation of lipid metabolism (2) and in cardio-
vascular and renal pathophysiology (3,4). For these reasons, the
potential use of cyPG as therapeutic agents has been explored
in numerous studies using cellular and animal models of in-
flammation or injury. Protective effects of micromolar concen-
trations of 15d-PGJ2 against ischemia-reperfusion injury and
multiple-organ failure caused by endotoxic shock have been
reported (5–7). These beneficial effects were associated with an
inhibition of the inflammatory response and of the activation of
transcription factors NF-B and activator protein 1 (AP-1). An-
ti-inflammatory effects of 15d-PGJ2 have also been evidenced in
cultured cells. In mesangial cells (MC), 15d-PGJ2 inhibited cy-
tokine-elicited induction of cyclo-oxygenase-2 (8) and mono-
cyte chemoattractant protein-1 (9). By using an analog of 15d-
PGJ2 that retains full PPAR agonist activity but lacks the
cyclopentenone structure, we showed recently that the capacity
of 15d-PGJ2 to modify covalently cellular thiols plays a key role
in the inhibition of proinflammatory genes such as inducible
nitric oxide (iNOS), cyclo-oxygenase-2, and ICAM-1 in MC (10).
Several proteins that are involved in the activation of NF-B
and AP-1, as well as components of the transcription factors
themselves, have been identified as targets for modification by
15d-PGJ2. Modification of IKK reduces NF-B activation
(11,12), whereas 15d-PGJ2 addition to critical cysteines in the
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DNA binding domains of NF-B and AP-1 proteins results in
inhibition of DNA binding (13,14). CyPG also modulate cell
proliferation. In MC, a biphasic effect of 15d-PGJ2 has been
reported, with low concentrations promoting cell proliferation
and higher concentrations inducing cell death (15). On this
basis, a potential for the use of cyPG in the restoration of
glomerular architecture in progressive glomerular disease has
been postulated (15). Another important feature of the effect of
15d-PGJ2 is the induction of a heat-shock response in many cell
types, including MC (16,17). This stress response, which re-
quires the cyclopentenone moiety, could contribute to the ben-
eficial effects of 15d-PGJ2 in renal cell injury during inflamma-
tion or ischemia (17). Therefore, the modification of protein
thiols by cyPG, which could be referred to as protein prosta-
nylation, seems to play an important role in 15d-PGJ2 protective
effects. Nevertheless, the potential for cytotoxic effects of 15d-
PGJ2 should also be considered. The identification of proteins
that are susceptible to be modified by cyPG addition could help
define novel targets for therapeutic intervention and identify
potential adverse effects. In a previous study, we observed the
presence of multiple targets for modification by biotinylated
15d-PGJ2 in MC (10). Here we address the identification of the
modified proteins by proteomic approaches (Figure 1) and
report the binding of biotinylated 15d-PGJ2 to several previ-
ously unknown targets. In addition, we provide evidence for
the potential involvement of protein prostanylation in the reg-
ulation of MC cytoskeletal organization.
Materials and Methods
Materials
15d-PGJ2 was from Calbiochem-Novabiochem (San Diego, CA) or
from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI). 15d-PGJ2 biotinylated at the
carboxyl group was provided by Dr. F.J. Can˜ada (Centro de Investiga-
ciones Bilo´gicas, Madrid, Spain). Recombinant human IL-1 (5  107
U/mg) was from Roche Diagnostics S.L. (Barcelona, Spain). TNF- was
from Serotec (Oxford, UK). Polyclonal anti-iNOS (sc-651) and anti-
RhoGDI (sc-360) were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA). Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit Ig were
from Dako (Glostrup, Denmark). Anti-vimentin, HRP-conjugated
streptavidin, and enhanced chemiluminescence reagents were from
Amersham Biosciences (Barcelona, Spain). Anti–heat-shock protein 90
(anti-Hsp90) was from Stressgen (Victoria, BC, Canada). The monoclo-
nal anti-tubulin antibody was the gift of Dr. I. Barasoaı´n (Centro de
Investigaciones Biolo´gicas, Madrid, Spain). Secondary antibodies for
immunofluorescence anti-rabbit–Texas Red, anti-mouse–Alexa488, and
Phalloidin-Alexa546 were from Molecular Probes (Invitrogen Life
Technologies S.A., Barcelona, Spain). All other reagents were of the
highest purity available from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).
Cell Culture
Cell culture media and supplements were from Invitrogen. Rat MC
were obtained as reported earlier (18). Cells were grown in RPMI 1640
supplemented with 10% FBS, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin,
and 100 g/ml streptomycin. Throughout this study, passages 7 to 18
were used. Cell treatments were performed in serum-free medium.
CyPG were added in DMSO. Final DMSO concentration was 0.1%
(vol/vol). Control cells received an equivalent amount of DMSO. For
cytokine stimulation, confluent MC were incubated in serum-free me-
dium for 24 h before the addition of a combination of 3 ng/ml IL-1
plus 37 ng/ml TNF-.
Incorporation of Biotinylated 15d-PGJ2 into MC Proteins
MC were incubated with biotinylated 15d-PGJ2 for 2 h in serum-free
medium. These conditions were found to yield maximal protein label-
ing. Lysates were obtained by disrupting cells in 50 mM Tris (pH 7.5);
0.1 mM EDTA; 0.1 mM EGTA; 0.1 mM -mercaptoethanol; 0.5% SDS
that contained 2 g/ml of each of the protease inhibitors leupeptin,
pepstatin A, and aprotinin; and 1.3 mM Pefablock (Roche). Biotin
incorporation was assessed by Western blot.
Protein Electrophoresis and Identification
For two-dimensional electrophoresis, cells were lysed in 20 mM
Hepes (pH 7.2), 50 mM NaCl, 1% NP-40, 0.3% sodium deoxycholate,
and 0.1% SDS plus protease inhibitors. Aliquots of cell lysates that
contained 600 g of protein were precipitated with 10% TCA, resus-
pended in 260 l of IEF sample buffer (4% CHAPS, 2 M thiourea, 7 M
urea, 100 mM dithiothreitol, and 0.5% Bio-lyte ampholytes), split in two
aliquots and loaded on ReadyStrip IPG Strips (pH 3 to 10; Bio-Rad,
Hercules, CA) for isoelectric focusing on a Protean IEF cell (Bio-Rad),
Figure 1. Strategy for the detection and identification of proteins
that were modified by biotinylated 15-deoxy-12,14-PGJ2 (15d-
PGJ2). Intact mesangial cells (MC) are incubated with the bio-
tinylated analog of 15d-PGJ2. This analog binds to cysteine
residues in certain proteins by Michael addition. Duplicate
samples from cell lysates that contained modified proteins are
analyzed in parallel by two-dimensional (2D) electrophoresis
followed by Western blot or total protein staining. Biotin-pos-
itive spots are analyzed by mass spectrometry techniques.
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following the instructions of the manufacturer. For the second dimen-
sion, strips were loaded on duplicate 15% polyacrylamide SDS gels.
Gels were stained with GelCode Blue (Pierce, Rockford, IL). One of the
gels was subsequently transferred to Immobilon P membrane (Milli-
pore, Bedford, MA) and used for localization of biotinylated 15d-PGJ2–
labeled spots by Western blot (10). The Coomassie-stained spots that
co-migrated with the biotin-positive proteins were excised from the
duplicate gel. The accuracy of the procedure was confirmed by the
disappearance of the biotin signal in the Western blot of the gel used for
picking. The confirmed spots were subjected to in-gel digestion with
trypsin (19) and analysis by matrix-assisted laser desorption ioniza-
tion–time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) using
-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid as the matrix. Mass spectra were
calibrated internally using the peptide mix resulting from trypsin au-
tolysis. Proteins were identified with the MASCOT (Matrix Science,
London, UK) searching algorithms using the monoisotopic peptide
masses and a peptide mass tolerance of 50 ppm. When indicated,
protein identity was confirmed by MALDI-TOF MS-MS analysis of
selected peptides using the MALDI-tandem TOF mass spectrometer
4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Framingham, MA).
Avidin Pull-Down Assays
MC were incubated in the presence of 5 M 15d-PGJ2 or biotinylated
15d-PGJ2. Cells were lysed, and biotinylated proteins were purified by
adsorption onto Neutravidin beads (Pierce) following the manufactur-
er’s instructions. Proteins of interest were detected in the eluate by
Western blot.
Fluorescence Microscopy
Cells that were grown on glass coverslips were treated with various
agents for 2 h. For immunofluorescence, cells were fixed with 3.5%
formaldehyde and permeabilized with 0.1% Triton X-100. After block-
ing with 1% BSA, they were incubated with primary antibodies at 1:200
dilution. Subsequently, coverslips were washed with PBS and incu-
bated with secondary antibodies at 1:200 dilution and/or with DAPI for
1 h. Coverslips were mounted with Fluorsafe (Calbiochem) and images
were obtained with a Leica TCS-SP2-AOBS-UV confocal inverted mi-
croscope, using a 63/1.4 objective.
Plasmids and Transfections
Full-length human cDNA vimentin (Origene, Rockville, MD) was
cloned into the EcoRI, SmaI sites of the pEGFP-C1 vector (Clontech,
Palo Alto, CA) to obtain GFP-vimentin-wt. Cysteine 328 was mutated
to serine using the Quickchange XL site-directed mutagenesis kit from
Stratagene (La Jolla, CA) and primers forward 5-GGTGCAGTCCCT-
CACCTCTGAAGTGGATGCCC-3 and reverse 5-GGGCATCCACT-
TCAGAGGTGAGGGACTGCACC-3 to obtain GFP-vimentin-C328S.
Cells that were grown on glass coverslips were transfected with con-
structs that were purified with Endofree plasmid kit (Qiagen, Valencia,
CA) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). After 24 h, cells were
treated as described above.
Results
Effects of Biotinylated 15d-PGJ2 on the Stress and
Inflammatory Responses of MC
The protective effects of cyPG have been attributed to their
ability to induce a cell stress response and attenuate the inflam-
Figure 2. Effects of biotinylated 15d-PGJ2 in MC. (A) MC were
incubated in the presence of the indicated concentrations of
cyclopentenone prostaglandins (cyPG) or vehicle for 16 h and
the levels of constitutive and inducible heat-shock protein 70
(HSC70/Hsp70) were assessed by Western blot. (B) The induc-
tion of inducible nitric oxide synthase (iNOS) was elicited by
treatment of MC with a cytokine mixture (Ck) for 16 h. CyPG
were added to the medium 2 h before the addition of cytokines.
Levels of iNOS were detected by Western blot. The levels of
actin were used as a control for intersample variability. Results
shown are representative of three experiments with similar
results.
Figure 3. Labeling of MC proteins with biotinylated 15d-PGJ2.
(A) MC were incubated with biotinylated 15d-PGJ2 as above,
and the incorporation of the biotin label into MC proteins was
assessed by Western blot and detection with horseradish per-
oxidase (HRP)-conjugated streptavidin using enhanced chemi-
luminescence. (B) Lysates from control or biotinylated 15d-
PGJ2–treated cells were incubated in the presence of 10 mM
dithiothreitol or 0.1 N NaOH for 30 min at room temperature.
After desalting by gel filtration, lysates were analyzed by SDS-
PAGE and Western blot, as above. To ensure even protein
loading, membranes were stripped and rehybridized with anti-
actin antibody. Results shown are representative of three
assays.
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matory response. Covalent protein modification is important
for these effects (10,20). To substantiate the use of biotinylated
15d-PGJ2 as a tool to identify potential targets for cyPG action,
we assessed its ability to mimic the effects of 15d-PGJ2. The
induction of Hsp70 is a hallmark of the heat-shock response.
Therefore, we assessed Hsp70 protein levels in cyPG-treated
MC. As previously reported (17), micromolar concentrations of
15d-PGJ2 potently elicited Hsp70 expression. This effect was
mimicked by the biotinylated analog (Figure 2A). We have
previously shown that micromolar concentrations of 15d-PGJ2
abolish cytokine-elicited iNOS induction in MC (10). Treatment
of MC with biotinylated 15d-PGJ2 also provoked a marked
inhibition of iNOS levels (95% reduction with 5 M and unde-
tectable levels with 10 M biotinylated 15d-PGJ2, respectively;
Figure 2B). These observations show that the biotinylated ana-
log recapitulates the anti-inflammatory and stress-inducing ef-
fects of 15d-PGJ2 in MC.
Binding of Biotinylated 15d-PGJ2 to Cellular Proteins in
Intact MC
The effects of biotinylated 15d-PGJ2 on MC responses were
associated with the modification of cellular proteins (Figure
3A). Binding of cyPG to cellular proteins occurs through the
formation of adducts with free cysteine residues by Michael
addition (Figure 1). Using radioactively labeled cyPG, this
binding has been shown to be stable under reducing conditions;
however, it can be hydrolyzed by alkali (21). As shown in
Figure 3B, binding of biotinylated 15d-PGJ2 to proteins in MC
lysates was resistant to treatment with 10 mM dithiothreitol,
but it was clearly reduced after treatment with 0.1 N NaOH,
thus showing the same susceptibility as the binding of non-
modified cyPG. Taken together, these results support the use of
biotinylated 15d-PGJ2 as a tool to identify protein targets for
Figure 4. Analysis of biotinylated 15d-PGJ2–modified proteins
by 2D electrophoresis. Cell lysates from MC incubated with
5 M biotinylated 15d-PGJ2 for 2 h were analyzed by 2D
electrophoresis as described in Materials and Methods. (Up-
per panel) Total protein staining with colloidal Coomassie
blue. (Lower panel) Western blot and detection of modified
proteins by incubation with HRP-streptavidin. Spots that
were excised are indicated by numbers in the upper panel
and the position of the co-migrating spots in the lower panel
is indicated by arrowheads. A similar pattern of biotin stain-
ing was obtained in five independent experiments.
Figure 5. Matrix-assisted laser desorption ionization–time of
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) analysis of spot 3.
Spot 3 from Figure 4 was digested in gel with trypsin, and the
resulting peptides were analyzed by MALDI-TOF MS as de-
tailed in the experimental section. (A) Typical mass spectrum
from a representative experiment. (B) List of the monoisotopic
masses of some of the peptides identified showing their posi-
tion in the vimentin sequence (MSO, compatible with oxidation
of methionine residues).
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covalent modification potentially involved in the biologic ef-
fects of cyPG.
Identification of Biotinylated 15d-PGJ2–Modified MC
Proteins
To identify the proteins that are modified by 15d-PGJ2 in MC,
we analyzed lysates from biotinylated 15d-PGJ2–treated cells
by two-dimensional electrophoresis. The patterns that were
given by Coomassie staining and detection of biotin with HRP-
streptavidin are shown in Figure 4. After superimposition of
both patterns, the Coomassie-stained proteins that coincided
with the biotin-positive spots were excised and analyzed by
tryptic digestion and MALDI-TOF MS. Figure 5 shows a rep-
resentative MALDI-TOF mass spectrum and peptide mass fin-
gerprinting analysis that corresponds to spot 3 from Figure 4,
identified as vimentin. Table 1 displays a list of the proteins
identified along with a summary of the identification data. As
control for the selectivity of cyPG addition, we analyzed several
spots that were clearly detected with Coomassie but gave no
signal with HRP-streptavidin. However, several biotin-positive
spots were detected by Western blot and could not be matched
to any of the Coomassie-stained spots and may represent less
abundant proteins that get modified in a high proportion.
The binding of biotinylated 15d-PGJ2 to some of the proteins
identified was confirmed by pull-down assays using Neutravi-
din-agarose. Figure 6 shows that Hsp90, vimentin, tubulin, and
actin, present in lysates from MC that were treated with bio-
tinylated 15d-PGJ2, were selectively retained on avidin beads.
In contrast, the abundant cytosolic protein RhoGDI was not
detected in the avidin-binding fraction, thus suggesting that
this protein is not a target for modification by cyPG. The
various proteins that were found in the avidin-binding fraction
were present in different proportions with respect to their
levels in total lysates. Vimentin and tubulin were the proteins
retained in a higher proportion, whereas only a minor fraction
of total Hsp90 was retained on avidin beads. This may reflect
the different degree of modification of these targets by biotin-
ylated 15d-PGJ2.
Interactions of 15d-PGJ2 with Cytoskeletal Proteins in MC
Several of the biotinylated 15d-PGJ2–modified proteins iden-
tified are constituents of microfilaments, microtubules, or in-
termediate filaments and are involved in cell architecture and
dynamics. Therefore, we explored the effect of 15d-PGJ2 on MC
cytoskeletal organization by immunofluorescence (Figure 7).
Incubation of MC with 15d-PGJ2 induced marked morphologic
changes in the vimentin filament network. Control MC showed
a typical vimentin pattern characterized by abundant fine fila-
ments extending from the nuclear periphery toward the plasma
membrane (Figure 7A). The position and the integrity of cell
nuclei were shown by DAPI staining. Treatment with 15d-PGJ2
resulted in the disappearance of vimentin filaments from the
cell periphery and accumulation in the perinuclear region. For
better evidencing this effect, cells were stained with an anti-
body against the cytosolic protein RhoGDI. This clearly showed
the loss of vimentin staining from extensive areas of the cyto-
plasm. The organization of tubulin also showed early changes
after treatment with 15d-PGJ2, consisting of a reduction in the
density and the length of microtubules, compatible with a
disruption of the tubulin network. In contrast, actin fibers were
not appreciably affected by 15d-PGJ2 treatment under these
conditions. The reorganization of vimentin and tubulin net-
works was not accompanied by changes in the levels of these
proteins as assessed by Western blot (Figure 7B). It is interest-
ing that 9,10-dihydro-15d-PGJ2, an analog of 15d-PGJ2 that
Table 1. Proteins identified by trypsin digestion and mass spectrometrya














1 Hsp90  P34058 83475 5.06 9 9 —
2 Pyruvate kinase M2  A26186 58183 7.40 15 27 1462.9
3 Vimentin  P31000 53626 5.06 51 78 —
4 Tubulin  A25113 50361 4.79 36 62 —
5 Actin  NP112406 41736 5.26 12 38 —
6 Methylthioadenosine
phosphorylase
 BAB23788 31612 6.71 11 44 —
7 Tropomyosin  S34124 29245 4.75 8 34 —
8 IgE-dependent histamine
releasing factor
 S00775 19564 4.76 7 26 1213.6
9 Nucleoside diphosphate
kinase
 A38369 17386 6.92 8 63 1175.6
aSpots that were excised from the gel shown in Figure 4 were identified by tryptic digestion and matrix assisted laser
desorption ionization–time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). Shown are the spot number, name of the identified
protein, whether it showed positive biotin staining, the accession number for the protein in the NCBI database, the theoretical
molecular mass and isoelectric point, the number of peptides matched according to the Mascot database, the percentage of the
protein sequence that is covered by the identified peptides, and the mass of some peptides, the sequence of which was
confirmed by MALDI-TOF-TOF MS (msms) analysis.
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lacks the cyclopentenone moiety and displays reduced ability
to bind to proteins (10), did not induce vimentin or tubulin
redistribution, thus suggesting that thiol modification is impor-
tant for the effects of 15d-PGJ2 on MC cytoskeletal organization.
Consistent with this, biotinylated 15d-PGJ2 induced a marked
redistribution of intermediate vimentin filaments and microtu-
bules that resembled the effects of nonmodified 15d-PGJ2 (Fig-
ure 7C).
To confirm the importance of cysteine modification in the
effects of cyPG, GFP-vimentin-wt and C328S mutant constructs
were transfected in MC. GFP-vimentin was incorporated into
the endogenous intermediate filament network, as it has been
characterized previously (22). Cells that were transfected with
GFP-vimentin-wt showed marked vimentin collapse in re-
sponse to 15d-PGJ2 treatment (Figure 8). It is interesting that the
proportion of cells that underwent vimentin reorganization
was significantly lower in cells that were transfected with the
GFP-vimentin-C328S mutant. These results indicate that muta-
tion of this cysteine residue partially protects the vimentin
network against 15d-PGJ2–elicited disruption.
Discussion
CyPG have been reported to exert anti-inflammatory, anti-
proliferative, and antiviral effects in several experimental sys-
tems. The ability of these compounds to covalently modify
cellular proteins is an important mechanism for these effects.
Biotinylated analogs of cyPG have been used as probes to
explore these interactions. Here we have shown that biotinyl-
ated 15d-PGJ2 mimics the effects of 15d-PGJ2 on the heat-shock
and inflammatory responses of MC in culture and forms stable
adducts with proteins that display resistance to treatment with
reducing agents but are disrupted under alkaline conditions, as
expected of Michael adducts between proteins and cyPG.
CyPG can bind to a broad but defined set of cellular proteins.
Work from several laboratories, including ours, has led to the
identification of several targets for prostanylation. Among
these targets are the transcription factors NF-B and AP-1
(12–14); IKK (11,23); proteins involved in cellular redox status
regulation, such as thioredoxin and thioredoxin reductase
(24,25); the protein Keap-1, a sensor of electrophilic stress and
regulator of the transcription factor Nrf-2 (26,27); and H-Ras
proteins (28). In this work, we used a proteomic approach to
identify protein targets for cyPG addition. Using biotinylated
15d-PGJ2, we detected at least 50 biotin-positive spots in ex-
tracts from MC. The total number of potential targets for cyPG
action may be higher because some minor proteins may not be
detected by this assay. Also, the biotin moiety may preclude
access of the biotinylated cyPG to cysteine residues in some
proteins or interactions for which the presence of the carboxyl
group of the cyPG is important, as it has been proposed for
PPAR- (29). In this study, we identified several important
regulatory proteins. Hsp90 regulates proteins that are impli-
cated in apoptotic, survival, and growth pathways (30). Hsp90
has been shown to undergo reversible cysteine-targeted oxida-
tion during renal oxidative stress (31). Several reactive cysteine
residues at Hsp90 C-terminus seem to be important for function
(32,33). Therefore, it would be interesting to explore the impli-
cations of cyPG addition to Hsp90 for chaperone function or
heat-shock response.
Other proteins detected include nucleoside diphosphate ki-
nase, a multifunctional enzyme involved in the maintenance of
the cellular pools of nucleoside triphosphate and in transcrip-
tional regulation (34). Nucleoside diphosphate kinase has been
shown to undergo S-thiolation or disulfide cross-linking under
conditions of oxidative stress, which could have implications in
function switching (34–36). The enzyme methylthioadenosine
phosphorylase is involved in the synthesis of methionine and in
the regulation of polyamine synthesis (37). On the basis of
previous evidence, modification of methylthioadenosine phos-
phorylase by cyPG could have implications for cell prolifera-
tion or apoptosis (38).
The major targets of biotinylated 15d-PGJ2 in MC seem to be
vimentin, tubulin, and actin. These results shed light on the
cellular fate of cyPG by showing that an important proportion
of the cellular PG-protein adducts is constituted by cytoskeletal
Figure 6. Retention of biotinylated 15d-PGJ2–modified proteins
on avidin beads. Cell lysates from MC incubated with 5 M
15d-PGJ2 or biotinylated 15d-PGJ2 for 2 h were subjected to
pull-down assays with neutravidin agarose beads. The levels of
the proteins of interest in total cell lysates and in the avidin-
binding fractions were assessed by Western blot. Results shown
are representative of at least three assays for every protein.
94 Journal of the American Society of Nephrology J Am Soc Nephrol 17: 89–98, 2006
proteins. In addition, we found the contractile protein tropo-
myosin. The results presented here show extensive reorganiza-
tion of the intermediate filament network, consisting in a pe-
rinuclear collapse of vimentin filaments. It is interesting that a
similar collapse of the vimentin network has been reported in
several cell types that underwent a heat-shock response (39,40);
however, this is the first report of this kind of reorganization in
MC. These changes could constitute part of the defense mech-
anisms triggered by 15d-PGJ2 in MC. We also observed a fading
of the microtubule network in MC at early times of treatment
with 15d-PGJ2. In contrast, the distribution of the actin cytoskel-
eton did not show significant changes within the time frame
explored.
The effects of 15d-PGJ2 on MC cytoskeletal distribution could
be mediated by the direct modification of cytoskeletal proteins.
All proteins that were identified in this study possess cysteine
residues that are susceptible to oxidative modifications, and
some of them have been reported recently to undergo thiolation
under oxidative stress (35,36,41). The modification of exposed
sulfhydryl groups in cytoskeletal proteins may play a regula-
tory role, thus transducing oxidative stress signals into cy-
toskeletal changes. Tubulin is a cysteine-rich redox-sensitive
Figure 7. Effects of 15d-PGJ2 on cytoskeletal organization in MC. (A) MC were treated for 2 h in the absence or presence of 5 M
15d-PGJ2, as indicated, and stained with antibodies against vimentin (green), tubulin (green), or RhoGDI (red) or with phalloidin
to visualize filamentous actin (orange). Nuclei were stained with DAPI (blue). (B) Levels of total vimentin and tubulin were
assessed by Western blot. (C) MC were treated for 2 h with 5 M 9,10-dihydro-15d-PGJ2 or biotinylated 15d-PGJ2. After fixation,
cells were stained with antibodies against vimentin or tubulin, as indicated, and DAPI. Bar  47.62 m. Confocal fluorescence
microscopy images shown are maximum projections of series acquired at 0.5-m intervals and are representative of three
experiments with similar results.
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protein that plays a crucial function in cell division. Modifica-
tion of tubulin redox state or alkylation of functional sulfhydryl
groups may lead to impairment of microtubule polymerization
and inhibition of cellular proliferation (42). This feature has
been exploited for the development of anticancer agents (43,44).
Thus, it could be hypothesized that modification of tubulin by
cyPG may be involved in the antiproliferative effects of these
compounds. Vimentin contains a single cysteine residue that is
highly conserved among vertebrates. Vimentin glutathionyla-
tion has been detected in oxidatively stressed T lymphocytes
(41). However, the consequences of this modification for cy-
toskeletal organization have not been explored. Using a C328S
vimentin mutant, we observed that the presence of this cysteine
residue is important for the full effect of 15d-PGJ2 on vimentin
reorganization. Our results suggest that modification of this
residue could have important consequences for the organiza-
tion of intermediate filaments.
The possibility should also be considered that 15d-PGJ2 could
alter cytoskeletal organization by indirect mechanisms, includ-
ing modification of proteins that are involved in the regulation
of redox status, chaperones, G-proteins, or microtubule-inter-
acting proteins. It has been reported that 15d-PGJ2 can bind to
the CRTH2 chemoattractant G-protein–coupled receptor at
nanomolar concentrations (45). However, involvement of this
pathway in the effects herein reported is unlikely because nano-
molar concentrations of 15d-PGJ2 or of the CRTH2 agonist
indomethacin did not elicit Hsp70 induction, iNOS inhibition,
or cytoskeletal remodeling (unpublished observations). At mi-
cromolar concentrations, 15d-PGJ2 can also activate PPAR.
Nevertheless, the compound 9,10-dihydro-15d-PGJ2, a potent
PPAR- agonist that lacks the cyclopentenone moiety, failed to
induce cytoskeletal reorganization in MC. This observation also
supports the hypothesis that covalent modification of cellular
thiols plays an important role in the effects of 15d-PGJ2 on
intermediate filament and microtubule networks. The precise
concentrations of 15d-PGJ2 in biologic systems are still a matter
of debate, as it has been discussed previously (14,25). However,
this issue does not preclude the interest of the protective effects
of cyPG and of their use as model compounds to explore the
biologic effects and targets of endogenous cyclopentenone ei-
cosanoids with similar chemical reactivity that have been de-
tected in various biologic systems (46,47).
In summary, we have identified physiologically relevant tar-
gets for modification by cyPG. These findings may open new
avenues for the understanding of the pleiotropic effects of cyPG
and may help to define their potential use as therapeutic
agents.
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Abstract Cyclopentenone prostaglandins (cyPG) with antiin-
ﬂammatory and antiproliferative properties have been envisaged
as leads for the development of therapeutic agents. Because
cyPG eﬀects are mediated in part by the formation of covalent
adducts with critical signaling proteins, it is important to assess
the speciﬁcity of this interaction. By using biotinylated deriva-
tives of 15-deoxy-D12,14-PGJ2 (15d-PGJ2-B) and PGA1
(PGA1-B) we herein provide novel evidence for the diﬀerential
selectivity of protein modiﬁcation by distinct cyPG. The marked
quantitative and qualitative diﬀerences in the binding of 15d-
PGJ2-B and PGA1-B to cellular proteins were related to a diﬀer-
ential reactivity in the presence of glutathione (GSH), both
in vitro and in intact cells. Therefore GSH levels may inﬂuence
not only the intensity but also the speciﬁcity of cyPG action.
 2005 Published by Elsevier B.V. on behalf of the Federation of
European Biochemical Societies.
Keywords: Prostaglandin; Posttranslational modiﬁcation;
Michael addition; Glutathione
1. Introduction
Cyclopentenone prostaglandins (cyPG) are eicosanoids
which display varied biological activities, ranging from antiin-
ﬂammatory eﬀects to inhibition of cell proliferation and viral
replication. Recently, these compounds have been the subject
of considerable interest due to their potential use as therapeu-
tic agents [1,2]. In vivo studies have shown beneﬁcial eﬀects of
cyPG in several models of inﬂammation and tissue injury [3,4].
These eicosanoids exert their actions through complex mecha-
nisms not completely elucidated. Some cyPG can act as ago-
nists of the PPAR transcription factors [5]. In addition,
cyPG can form covalent adducts with cellular thiols, both in
glutathione (GSH) and in proteins, due to the presence of an
unsaturated carbonyl group in the cyclopentenone moiety
which confers a strong electrophilicity to neighboring carbons.
Several protein targets for cyPG addition have been identiﬁed.
Modiﬁcation of functionally important sulfhydryl groups in
these proteins contributes to the biological eﬀects of these
prostanoids. Binding of cyPG to transcription factors NF-jB
and AP-1 [6,7] inhibits DNA binding. Modiﬁcation of cysteine
residues in IKK [8], thioredoxin and thioredoxin reductase
[9,10] also leads to inhibitory eﬀects. In contrast, modiﬁcation
of H-Ras proteins correlates with activation of Ras-dependent
pathways [11] and binding of cyPG to the protein Keap-1 re-
sults in activation of the transcription factor Nrf-2 and induc-
tion of genes involved in antioxidant defense [12].
Although the structure–activity relationship of cyPG has
been addressed in several studies, little is known about the
speciﬁcity of protein modiﬁcation by these compounds. We
and others have reported that protein modiﬁcation by cyPG
does not occur randomly, but aﬀects deﬁned cysteine residues
within certain proteins [12,13]. It has been proposed that a low
pH in the vicinity of the adduct may contribute to stabilize the
C–S bond [1,14]. The reactivity of thiols can also be aﬀected by
steric factors. Therefore, structural determinants of either the
protein or the cyPG may be important for the speciﬁcity of
protein modiﬁcation. We hypothesized that cyPG with diverse
structure could selectively modify distinct protein targets in
cells and/or modify some common targets with diﬀerent po-
tency. Characterization of the selectivity of protein modiﬁca-
tion by cyPG with diﬀerent structure could then provide
valuable information on the mechanism of action of these
compounds and potentially aid in the design of cyPG targeting
speciﬁc proteins. In this work we show the existence of com-
mon and selective targets for modiﬁcation by biotinylated
15-deoxy-D12,14-prostaglandin J2 (15d-PGJ2-B) and biotinyla-
ted prostaglandin A1 (PGA1-B) in NIH-3T3 ﬁbroblasts and
explore the factors involved in diﬀerential selectivity.
2. Materials and methods
2.1. Materials
15-Deoxy-D12,14-prostaglandin J2 was from Calbiochem-Novabio-
chem (San Diego, CA) and from Cayman Chemical (Ann Arbor,
MI). Biotinylated 15d-PGJ2 was the generous gift of Dr. F. J. Can˜ada
(Madrid, Spain). Biotinylated PGA1 (N-9-oxo-15S-hydroxy-prosta-
10,13E-1-dien-1-oyl-N-biotinoyl-1,5- diaminohexane) was from Cay-
man Chemical.
2.2. Incorporation of biotinylated cyPG into NIH-3T3 proteins
NIH-3T3 cells were grown in DMEM (Invitrogen) containing 10%
fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 lg/
ml streptomycin. For treatments, cells were incubated with biotinyla-
ted cyPG for 2 h in serum-free medium. Cell lysates were obtained
Abbreviations: cyPG, cyclopentenone prostaglandin; 15d-PGJ2-B,
biotinylated 15-deoxy-D12,14-prostaglandin J2; PGA1-B, biotinylated
prostaglandin A1; GSH, glutathione; BSO, buthionine sulfoximine
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by disrupting cells in 50 mM Tris, pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM
EGTA, 0.1 mM b-mercaptoethanol, 0.5% SDS, 0.2 mM sodium vana-
date, 50 mM FNa containing 2 lg/ml of each of the protease inhibi-
tors: leupeptin, pepstatin A, and aprotinin and 1.3 mM Pefablock
(Boehringer), as described [13]. Protein concentration was determined
by the BCA assay (Pierce). Fifteen lg of protein from each experimen-
tal condition were electrophoresed on 12.5% polyacrylamide gels and
transferred to Immobilon-P membranes (Millipore, Bedford, MA).
In addition, 100 lg of protein were analyzed by 2D-electrophoresis
as described [13]. Incorporation of biotinylated cyPG into proteins
was assessed by Western blot and detection with horseradish peroxi-
dase-conjugated streptavidin and ECL, as described [7].
2.3. Binding of biotinylated cyPG to proteins in vitro
Formation of covalent adducts of biotinylated cyPG with proteins
in vitro was explored by using total lysates from NIH-3T3. Aliquots
from cell lysates containing 6 lg of protein were incubated with biotin-
ylated cyPG for 1 h at r.t. and analyzed by Western blot.
3. Results
3.1. Modiﬁcation of NIH-3T3 proteins by 15d-PGJ2-B and
PGA1-B
The dienone 15-deoxy-D12,14-prostaglandin J2 (15d-PGJ2)
and the single enone PGA1 are the most widely used cyPG
in biological studies. Both eicosanoids have been reported to
exert antiinﬂammatory and antiproliferative eﬀects [6,8,15].
Here we have used biotinylated derivatives of 15d-PGJ2
(15d-PGJ2-B) and PGA1 (PGA1-B) (see Fig. 1A) to explore
the existence of protein targets that could be selectively modi-
ﬁed by either cyPG. Both compounds were cell permeable and
formed adducts with proteins which were resistant to electro-
phoresis under reducing conditions (Fig. 1B). Interestingly,
we noticed important quantitative and qualitative diﬀerences
in the modiﬁcation of cellular polypeptides by either cyPG.
Incorporation of 15d-PGJ2-B was more eﬃcient (Fig. 1B, low-
er panel). In addition, the labeling patterns obtained with the
two biotinylated prostanoids were not identical, as evidenced
in the densitometric proﬁles of the corresponding gel lanes
(Fig. 2A). Some of the bands showing more prominent diﬀer-
ences are marked by arrowheads. To verify these diﬀerences we
performed 2D-electrophoresis (Fig. 2B). This analysis clearly
showed the presence of biotin-positive spots common to 15d-
PGJ2-B and PGA1-B-treated cells (marked by arrowheads),
along with spots selective of either condition. Some of the
spots which consistently showed selectivity or were labeled
with diﬀerent intensity are highlighted in boxes. These observa-
tions indicate that the eﬃciency and the selectivity of protein
modiﬁcation by PGA1-B and 15d-PGJ2-B in intact cells dis-
play important diﬀerences.
3.2. Binding of 15d-PGJ2-B and PGA1-B to NIH-3T3 proteins in
cell-free extracts
The diﬀerences shown above could be due to several factors
including disparities in the reactivity of the two prostanoids to-
wards cellular thiols or in their intracellular accumulation. To
explore these possibilities we ﬁrst performed a labeling assay
using cell-free extracts. As shown in Fig. 3, both the quantita-
tive and qualitative diﬀerences in protein labeling observed in
intact cells were markedly reduced when cell lysates were trea-
ted with 15d-PGJ2-B or with PGA1-B. These observations sug-
gest that factors determined by cell integrity are important for
the diﬀerential modiﬁcation of proteins by cyPG.
3.3. Eﬀect of GSH on cyPG binding to proteins
The intracellular concentration of GSH has been proposed
to be an important factor for the biological eﬀects of cyPG.
We therefore explored whether GSH could aﬀect the intensity
or selectivity of protein modiﬁcation by biotinylated cyPG. As
stated above, labeling of proteins present in lysates was similar
with the two cyPG in the absence of added GSH (Fig. 4).
Addition of GSH at concentrations in the range of those pres-
ent in cells clearly reduced the incorporation of biotinylated
cyPG into proteins in cell-free lysates. Noteworthy, this inhibi-
tion was more marked in the case of PGA1-B. In addition,
GSH reduced the incorporation of biotinylated cyPG more po-
tently in certain polypeptide bands (marked by arrowheads in
Fig. 1. Binding of 15d-PGJ2-B and PGA1-B to proteins in NIH-3T3
ﬁbroblasts. (A) Structure of the biotinylated cyPG used in this study.
(B) Cells were incubated with the indicated concentrations of biotin-
ylated cyPG. Incorporation of the biotin label was assessed by Western
blot as described in Section 2. Labeling intensity was estimated by
image scanning of the blots. Results are average values ± S.E.M from
four independent experiments.
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Fig. 4), and this resulted in diﬀerent labeling patterns when the
biotinylated cyPG was 15d-PGJ2-B or PGA1-B. These obser-
vations suggest that GSH levels may contribute to the dif-
ferential modiﬁcation of cellular proteins by 15d-PGJ2-B or
PGA1-B. Therefore we tested whether GSH levels could inﬂu-
ence cyPG protein modiﬁcation in intact cells. Pre-treatment
of NIH-3T3 ﬁbroblasts with the GSH synthesis inhibitor
buthionine sulfoximine (BSO), increased the intensity of pro-
tein labeling by biotinylated cyPG in a dose-dependent fashion
(Fig. 5A and B). Interestingly, this increase was proportionally
more marked in the case of low concentrations of PGA1-B (see
quantitation in Fig. 5C). In addition, inhibition of GSH bio-
synthesis induced a more prominent increase in the labeling
of some polypeptide bands, thus altering the labeling patterns.
To better observe these diﬀerences we performed 2D-electro-
phoresis (Fig. 6). The intensity of several spots clearly in-
creased after BSO treatment. Some of these spots are
marked by arrowheads in Fig. 6. Conversely, pre-incubation
of ﬁbroblasts with N-acetyl-L-cysteine to increase cellular thiol
content, reduced the incorporation of biotinylated cyPG into
cellular proteins, more intensely in the case of PGA1-B
(Fig. 5D). Taken together these observations suggest that a dif-
ferential reactivity in the presence of soluble thiols, such as
GSH, contributes to the selectivity of protein modiﬁcation
by cyPG.
4. Discussion
Biological actions of cyPG are due in part to their ability to
covalently bind to cellular proteins. Several recent studies have
sought to modify cyPG structure in order to obtain higher
antiinﬂammatory or antiproliferative potency [16,17]. How-
ever, the speciﬁcity of protein modiﬁcation by diverse cyPG
has not been previously addressed. Here we have observed that
15d-PGJ2-B is more eﬀective than PGA1-B at modifying cellu-
lar proteins. This is in agreement with the biological potency of
their parent compounds. Typically, ﬁve to ten fold higher con-
centrations of PGA1 are required to elicit eﬀects comparable to
those of 15d-PGJ2 on IKK activity [8], NF-jB DNA binding
Fig. 2. Qualitative diﬀerences in the binding of biotinylated cyPG to
cellular polypeptides in NIH-3T3. (A) Total cell lysates from control
cells or cells treated with 5 lM 15d-PGJ2-B or 60 lM PGA1-B were
analyzed by SDS–PAGE and Western blot. The intensity proﬁles
obtained for each lane are shown (lower panel). Arrowheads mark the
polypeptide bands which displayed more evident diﬀerences in biotin
signal intensity. (B) Cell lysates were analyzed by 2D-electrophoresis
and Western blot. Results shown are representative of ﬁve analysis for
every condition. Endogenous biotinylated proteins are marked by
arrows. Spots consistently appearing in both experimental conditions
are marked by arrowheads and the regions where selective spots are
detected are depicted by boxes.
Fig. 3. Incorporation of biotinylated cyPG into NIH-3T3 proteins in
cell-free extracts. Total cell lysates were incubated with the indicated
concentrations of 15d-PGJ2-B or PGA1-B and biotin incorporation
was assessed as described in Fig. 1. Results are average val-
ues ± S.E.M. of ﬁve assays (\P < 0.05 by t test).
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[18], or induction of apoptosis [19]. Our results also show that
incubation of intact cells with either biotinylated analog results
in a diﬀerent pattern of polypeptide labeling, consisting of
common and selectively modiﬁed bands. Several factors could
contribute to this selectivity including diﬀerent permeability or
intracellular distribution or alterations in protein expression
induced by the various treatments. Our results identify GSH
levels as an important factor inﬂuencing the potency and selec-
Fig. 4. Eﬀect of GSH on binding of biotinylated cyPG to proteins in vitro. (A) Cell lysates were incubated with 10 lM biotinylated cyPG in the
absence or presence of 2 mM GSH and biotin labeling was detected as above. Polypeptides showing intense inhibition of cyPG incorporation in the
presence of GSH are indicated by arrowheads. The blot shown is representative of four assays. (B) Densitometric proﬁles obtained for each lane.
Fig. 5. Modulation of cellular GSH levels aﬀects binding of biotinylated cyPG to proteins in cells. Cells were pre-incubated with BSO (at 0, 50 or
100 lM) in serum-free medium for 16 h, before treatment with 15d-PGJ2-B (A) or PGA1-B (B) at the indicated concentrations for 2 h. Incorporation
of biotinylated cyPG into cellular proteins was assessed by Western blot. The biotin signal was quantitated by image scanning and results are shown
in (C). (D) NIH-3T3 cells were incubated with 5 mM N-acetyl-L-cysteine (NAC) for 16 h. Subsequent incubation with 15d-PGJ2-B (5 lM) or PGA1-
B (60 lM), was performed in fresh medium without NAC. Results shown are representative of three experiments with similar results.
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tivity of protein modiﬁcation by biotinylated cyPG, in cells
and in vitro. This could be related to the formation of GSH-
cyPG adducts, a process which can occur through enzymatic
and non-enzymatic mechanisms and results in a reduction in
the availability of free cyPG for protein modiﬁcation [14]. In
cells, conjugation with GSH also favors cyPG detoxiﬁcation
[20]. These factors can lead to an attenuation of the biological
eﬀects of cyPG [20]. Conversely, GSH depletion has been re-
ported to enhance cyPG eﬀects [21,22]. As it is shown here,
modulation of GSH levels also leads to opposite changes in
the extent of protein modiﬁcation by cyPG. Interestingly,
our results show that PGA1-B binding to proteins is more
dependent on GSH levels, both in vitro and in cells. This
may be due to the fact that single enone cyPG, like PGA1,
form more stable adducts with soluble thiols than dienone
cyPG, like 15d-PGJ2 [14]. This would shift the equilibrium to-
wards GSH-cyPG adduct formation in the case of PGA1-B,
with the consequences outlined above. Noteworthy, early evi-
dence supported a diﬀerential subcellular fate of single enone
and dienone cyPG, with single enone being present as soluble
species in a higher proportion [23]. Although the interaction of
cyPG with soluble thiols is reversible, the binding to cellular
proteins has been proposed to be irreversible under physiolog-
ical conditions [14,24]. Several factors have been postulated to
contribute to the stability of cyPG-protein interactions, includ-
ing the decreased molecular motion of protein biomatrices
[24], the presence of low pKa cysteine residues with a high reac-
tivity, and the nature of the amino acids in the vicinity of the
target cysteines [1]. These factors could also aﬀect the selectiv-
ity of protein modiﬁcation. In summary, our ﬁndings illustrate
the diﬀerential binding to proteins of distinct cyPG and postu-
late a role for their unique reactivity towards GSH in this phe-
nomenon. Identiﬁcation of the proteins susceptible to be
modiﬁed by various cyPG will provide a deeper insight into
the factors that determine their selectivity and help to ascertain
whether target-speciﬁc cyPG can be designed.
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ABSTRACT
The cyclopentenone prostaglandin and PPAR agonist 15-de-
oxy-12,14-prostaglandin J2 (15d-PGJ2) displays anti-inflam-
matory effects in several experimental models. Direct modifi-
cation of protein thiols is arising as an important mechanism of
cyclopentenone prostaglandin action. However, little is known
about the extent or specificity of this process. Mesangial cells
(MC) play a key role in glomerulonephritis. In this work, we have
studied the selectivity of protein modification by 15d-PGJ2 in
MC, and the correlation with the modulation of several pro-
inflammatory genes. MC incubation with biotinylated 15d-PGJ2
results in the labeling of a distinct set of proteins as evidenced
by two-dimensional electrophoresis. 15d-PGJ2 binds to nu-
clear and cytosolic targets as detected by fluorescence micros-
copy and subcellular fractionation. The pattern of biotinylated
15d-PGJ2-modified polypeptides is readily distinguishable
from that of total protein staining or labeling with biotinylated
iodoacetamide. 15d-PGJ2 addition requires the double bond in
the cyclopentane ring. 9,10-Dihydro-15d-PGJ2, a 15d-PGJ2
analog that shows the same potency as peroxisome prolifera-
tor-activated receptor (PPAR) agonist in MC but lacks the
cyclopentenone moiety, displays reduced ability to modify pro-
teins and to block 15d-PGJ2 binding. Micromolar concentrations
of 15d-PGJ2 inhibit cytokine-elicited levels of inducible nitric-
oxide synthase, cyclooxygenase-2, and intercellular adhesion
molecule-1 in MC. In contrast, 9,10-dihydro-15d-PGJ2 does
not reproduce this inhibition. 15d-PGJ2 effect is not blocked
by the PPAR antagonist 2-chloro-5-nitro-N-phenylbenz-
amide (GW9662). Moreover, compounds possessing an
,-unsaturated carbonyl group, like 2-cyclopenten-1-one and
2-cyclohexen-1-one, reduce pro-inflammatory gene expression.
These observations indicate that covalent modification of cellular
thiols by 15d-PGJ2 is a selective process that plays an important
role in the inhibition of MC responses to pro-inflammatory stimuli.
Cyclopentenone prostaglandins (cyPG) are endogenous
prostanoids that arise from the dehydration of their parent
PG. Thus, dehydration of PGE2 gives rise to PGA2, whereas
cyPG of the J series, like PGJ2 and 15-deoxy-
12,14-PGJ2
(15d-PGJ2), arise from the dehydration of PGD2. The gener-
ation of 15d-PGJ2 has been reported to increase under situ-
ations associated with COX-2 induction, such as inflamma-
tory processes (Gilroy et al., 1999). 15d-PGJ2 has been the
subject of considerable study because of its identification as a
ligand of the transcription factors known as peroxisome pro-
liferator-activated receptors (PPAR), which are involved in
the control of lipid metabolism and immune response (For-
man et al., 1995). During the course of these studies it has
been realized that 15d-PGJ2 may modulate multiple cellular
functions by mechanisms dependent and independent of
PPAR.
15d-PGJ2 displays anti-inflammatory and protective ef-
fects against several types of injury both in cellular systems
and in animal models (Rovin et al., 2001; Cuzzocrea et al.,
2002; Ianaro et al., 2003b; Zingarelli et al., 2003). 15d-PGJ2
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has been reported to attenuate the development of acute and
chronic inflammation (Cuzzocrea et al., 2002) and to amelio-
rate the symptoms of septic shock (Zingarelli et al., 2003). In
addition, micromolar concentrations of cyPG have been found
to inhibit the expression of several pro-inflammatory genes
including monocyte chemoattractant protein-1, matrix met-
alloproteinase-9, or inducible nitric-oxide synthase (iNOS)
(Ricote et al., 1998; Reilly et al., 2001; Rovin et al., 2001).
Although the pathophysiological importance of these findings
is not clear at present, they can be of pharmacological rele-
vance, because the elucidation of the mechanisms involved in
the protective effects of cyPG could aid in the identification of
potential targets for development of anti-inflammatory strat-
egies. CyPG may modulate multiple cellular processes, in-
cluding PPAR activation, generation of reactive oxidative
species, induction of a heat shock response, and expression of
proteins involved in cellular defense mechanisms, such as
heme oxygenase (Straus and Glass, 2001). In addition, cyPG
can directly modify cellular proteins. CyPG possess an ,-
unsaturated carbonyl group in the cyclopentane ring that can
form covalent adducts with free thiols in glutathione or in
proteins by Michael addition. This may result in the alter-
ation of cellular redox status and/or in the modulation of
protein function. Several proteins have been identified which
can be covalently modified by 15d-PGJ2. Some of these pro-
teins are involved in the modulation of inflammation, includ-
ing several components of the NF-B (Castrillo et al., 2000;
Rossi et al., 2000; Straus et al., 2000; Cernuda-Morollo´n et
al., 2001) and AP-1 activation pathways (Pe´rez-Sala et al.,
2003), and proteins involved in the regulation of transcrip-
tion factor activity by redox changes or electrophiles (Moos et
al., 2003; Shibata et al., 2003; Itoh et al., 2004; Levonen et al.,
2004). Therefore, the mechanisms operating in a given in-
flammatory situation may be multiple and depend on several
factors like the structure and concentration of the cyPG, the
cell type, and the nature of the inflammatory stimuli.
MC play an important role in glomerulonephritis because
they are a source for inflammatory mediators, and key play-
ers in the production and turnover of extracellular matrix
and in the interaction with leukocytes (Mene´, 1996). MC
express iNOS and cyclooxygenase-2 (COX-2) in response to
pro-inflammatory agents, which are responsible for an in-
creased generation of NO and prostaglandins (Rzymkiewicz
et al., 1994; Saura et al., 1995). In their activated state, MC
can also release cytokines that contribute to glomerular in-
jury and express a variety of chemokines, integrins, and
adhesion molecules, like intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1), which play a pivotal role in leukocyte infiltration
(Satriano et al., 1997). For these reasons, MC constitutes a
relevant cellular model of inflammation. In this study, we
illustrate the covalent modification of MC proteins by 15d-
PGJ2 and explore the contribution of this mechanism to the
modulation of cytokine-elicited changes in the expression
levels of the pro-inflammatory genes iNOS, COX-2, and
ICAM-1.
Materials and Methods
Materials. 15-Deoxy-12,14-prostaglandin J2 was from Calbio-
chem-Novabiochem (San Diego, CA) or from Cayman Chemical (Ann
Arbor, MI). 9,10-Dihydro-15-deoxy-12,14-prostaglandin J2 (9,10-di-
hydro-15d-PGJ2), PGE2, and T0070907 were from Cayman Chemi-
cal. Rosiglitazone was from Alexis Biochemicals. Recombinant hu-
man IL-1 (5  107 U/mg) was from Roche Diagnostics S. L.
(Barcelona, Spain). Recombinant human TNF- was from Serotec
(Oxford, UK). Polyclonal anti-iNOS and anti-c-Jun were from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Anti-COX-2 antibody was
from Oxford Biomedical Research and anti-ICAM-1 was from R&D
Systems (Minneapolis, MN). Horseradish peroxidase (HRP) conju-
gated anti-rabbit immunoglobulins were from DakoCytomation
(Glostrup, Denmark). HRP-conjugated streptavidin and enhanced
chemiluminescence (ECL) reagents were from Amersham Bio-
sciences (Barcelona, Spain). Cell culture media and supplements
were from Invitrogen S.A. (Barcelona, Spain). GelCode Blue Coomas-
sie staining was from Pierce (Rockford, IL). All other reagents used
were of the highest purity available from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO).
Cell Culture and Treatments. Rat mesangial cells were ob-
tained as reported earlier (Saura et al., 1995). Cells were grown in
RPMI 1640 supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM glu-
tamine, 100 U/ml penicillin, and 100 g/ml streptomycin. For exper-
iments, passages 7 to 18 were used. Confluent MC were incubated in
serum-free medium for 24 h before experiments. For cytokine stim-
ulation, cells were treated with a combination of 3 ng/ml IL-1 plus
37 ng/ml TNF- in serum-free medium without phenol red. PPAR
agonists, 2-cyclopenten-1-one (cyclopentenone) and 2-cyclohexen-1-
one (cyclohexenone) were dissolved in DMSO and added to cultures
2 h before cytokine stimulation. GW9662 and T0070907 were added
in DMSO 30 min before PPAR agonists. Final DMSO concentration
was 0.1% (v/v). Cells not treated with agonists received an equivalent
volume of DMSO. iNOS activity was estimated from the accumula-
tion of nitrite in the cell medium using the Griess method (Saura et
al., 1995). Levels of the protein of interest were assessed by Western
blot as described previously (Cernuda-Morollo´n et al., 2002). The
levels of cellular actin were used as a control for intersample vari-
ability. None of the compounds used elicited pro-inflammatory gene
expression in the absence of cytokines.
Plasmids and Transient Transfections. The PPAR reporter
construct p4xAco-Luc, described in (He et al., 1999), was the gener-
ous gift of Drs. B. Vogelstein and K. W. Kinzler. To assess PPAR
activity, preconfluent rat mesangial cells were incubated for 3 h in
transfection mixture containing 1 g of 4xAco-Luc or empty vector
(pBV-Luc) and 5 ng of pSG5-Renilla in Opti-MEM medium, in the
presence of LipofectAMINE 2000 Reagent (Invitrogen). After a 4-h
recovery period in serum-free medium, cells were treated with the
indicated agents. The activities of firefly and Renilla reniformis
luciferases present in cell lysates were measured using a dual lucif-
erase reporter assay system from Promega (Madison, WI). All assays
were done in duplicate and results are expressed as the ratio be-
tween firefly and R. reniformis luciferase activities.
Fluorescence Microscopy. 15d-PGJ2 biotinylated at the car-
boxyl group was generously provided by Dr. F. J. Can˜ada. To visu-
alize the subcellular distribution of 15d-PGJ2 binding sites, cells
were grown on glass coverslips. Subconfluent MC were incubated for
15 min in the presence of 10 M biotinylated 15d-PGJ2 or vehicle
(DMSO) in serum-free medium. After incubation, coverslips were
washed several times with PBS and cells were fixed by a 15-min
incubation with 3.5% formaldehyde and permeabilized by incubation
with 0.05% Triton X-100 for 10 min. Coverslips were subsequently
washed with PBS, incubated for 20 min with 1% (w/v) bovine serum
albumin in PBS, and with 1 g/ml Alexa488-streptavidin (Molecular
Probes Inc., Eugene, OR) for 30 min. To visualize cell nuclei, cover-
slips were incubated with 0.2 g/ml DAPI (Molecular Probes) for 20
min. After extensive washing, coverslips were allowed to dry and
mounted with Fluorsafe (Calbiochem-Novabiochem). Fluorescence
was observed with a Zeiss microscope connected to a charge-coupled
device camera.
Incorporation of Biotinylated 15d-PGJ2 into MC Proteins.
MC were incubated with biotinylated 15d-PGJ2 for 2 h in serum-free
medium. Total cells lysates were obtained by disrupting cells in 50
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mM Tris, pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.1 mM -mercap-
toethanol, 0.5% SDS containing 2 g/ml of each of the protease
inhibitors: leupeptin, pepstatin A, and aprotinin. Nuclear and cyto-
solic extracts were obtained as described previously (Cernuda-Morol-
lo´n et al., 2001). Protein concentration was determined by the BCA
protein assay from Pierce (Rockford, IL). Fifteen microgram of pro-
tein from each experimental condition were electrophoresed on
12.5% polyacrylamide gels and transferred to Immobilon-P mem-
branes (Millipore, Bedford, MA). For two dimensional electrophore-
sis, cells were lysed in 20 mM HEPES, pH 7.2, 50 mM NaCl, 1%
Nonidet P-40, 0.3% sodium deoxycholate, and 0.1% SDS plus pro-
tease inhibitors. Aliquots of cell lysates containing 100 g of protein
were precipitated with 10% TCA, resuspended in 130 l of IEF
sample buffer (4% Triton X-100, 2 M thiourea, 7 M urea, 100 mM
dithiothreitol, and 2% Bio-lyte ampholytes) and loaded on Ready-
Strip IPG Strips (pH 3–10; Bio-Rad) for isoelectric focusing on a
Protean IEF cell (Bio-Rad), following the instructions of the manu-
facturer. For the second dimension, strips were equilibrated and
loaded on 15% polyacrylamide SDS gels. Incorporation of biotinyl-
ated 15d-PGJ2 into MC proteins was assessed by Western blot and
detection with HRP-conjugated streptavidin and ECL, as described
previously (Oliva et al., 2003; Pe´rez-Sala et al., 2003).
Binding of 15d-PGJ2 to Proteins in Vitro. The ability of bio-
tinylated 15d-PGJ2 to form covalent adducts with proteins was ex-
plored in vitro by using total cell lysates or recombinant human
c-Jun DNA binding domain as a model peptide by a Western blot
assay, essentially as described previously by us (Pe´rez-Sala et al.,
2003). The linearity of the detection of incorporated biotin was en-
sured by using a biotinylated BSA standard (Pierce). The formation
of 15d-PGJ2- or 9,10-dihydro-15d-PGJ2-c-Jun adducts was assessed
by MALDI-TOF mass spectrometry analysis as described previously
(Pe´rez-Sala et al., 2003). In brief, peptides were purified by ZipTip
C18 (Millipore, Bedford, MA). The laser desorption/ionization exper-
iments were performed on a BIFLEX III time-of-flight instrument
(Bruker-Franzen Analytik, Bremen, Germany) operated in the pos-
itive mode. A saturated solution of sinapinic acid in acetonitrile/
water (1:2) with 0.1% trifluoroacetic acid was used as the matrix.
Equal volumes (0.5 l) of the sample solution and the matrix were
spotted on the target and air-dried. External calibration was per-
formed, using the protein calibration standard II (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany), and samples were analyzed in the linear mode.
Statistical Analysis. Results are expressed as mean  S.E.M.
Statistical analysis was performed with the use of the unpaired
two-tailed Student’s t test or analysis of variance where applicable.
Comparisons were considered statistically significant at the p 0.05
level.
Results
15d-PGJ2 Binds to Multiple Protein Targets in MC.
CyPG may exert their effects by forming covalent adducts
with cellular proteins. To assess the extent of protein modi-
fication in MC, we analyzed total lysates from cells incubated
with 15d-PGJ2 or biotinylated 15d-PGJ2 by two-dimensional
electrophoresis (Fig. 1). Western blot analysis of the two-
dimensional gels showed the presence of several spots corre-
sponding to endogenous biotinylated proteins in the lysates
from cells treated with 15d-PGJ2 (Fig. 1A). In gels from cells
treated with biotinylated 15d-PGJ2, we could detect at least
50 additional spots (Fig. 1B). The same labeling pattern was
obtained in several experiments using different batches of
cells. Total protein staining revealed over 350 spots. The
biotin-positive spots did not coincide with the major proteins
detected by Coomassie staining. These observations indicate
that biotinylated 15d-PGJ2 can bind to a defined set of tar-
gets in MC and this binding is determined by factors other
than protein abundance.
15d-PGJ2 Binds to Proteins Distributed in Nuclear
and Cytosolic Compartments in MC. To date, a limited
number of proteins that can be modified by cyPG have been
identified using several experimental systems. To obtain a
deeper knowledge of the cellular targets for 15d-PGJ2 addi-
tion, we explored the distribution of the sites for covalent
attachment of biotinylated 15d-PGJ2 in MC by fluorescence
microscopy. Incubation of MC in the presence of 10 M bio-
tinylated 15d-PGJ2 led to the incorporation of the modified
PG into various cellular structures as detected with fluores-
cent streptavidin (Fig. 2A). The labeling pattern obtained
after incubation with biotinylated 15d-PGJ2 was clearly dif-
ferent from that of endogenous biotinylated proteins (Fig. 2A,
vehicle), which showed a perinuclear distribution typical of
mitochondrial localization, as expected for several biotin-
dependent carboxylases (Hollinshead et al., 1997). In con-
trast, biotinylated 15d-PGJ2 was distributed both in cyto-
plasmic and nuclear compartments. The position of cell
nuclei is evidenced by staining with DAPI. To confirm the
presence of both cytoplasmic and nuclear targets for covalent
attachment of biotinylated 15d-PGJ2 in MC, we performed
subcellular fractionation. As depicted in Fig. 2B, incubation
of MC with the biotinylated PG resulted in the incorporation
of biotin into a broad number of polypeptides that could be
detected both in nuclear extracts and in the cytosolic fraction.
The patterns obtained in both fractions were different, show-
Fig. 1. Modification of MC proteins by biotinylated 15d-PGJ2. MC were
incubated with 5 M 15d-PGJ2 or biotinylated 15d-PGJ2 for 2 h. Cell
lysates containing 100 g of protein were analyzed by two-dimensional
electrophoresis and Western blot and by detection with HRP-conjugated
streptavidin. ECL exposures were carried out for 1 min. The Coomassie
staining of a gel run in parallel is shown in C. The position of molecular
weight markers is shown on the left and that of the main endogenous
biotinylated proteins is marked by arrowheads.
15d-PGJ2 Modification of Mesangial Cell Proteins 1351
ing the presence of several polypeptides that were enriched
in one of the fractions, some of which are marked by arrow-
heads in Fig. 2B.
Binding of Biotinylated 15d-PGJ2 to Cellular Pro-
teins Is Selective. We next explored the selectivity of pro-
tein modification by biotinylated 15d-PGJ2. Incorporation of
the biotin label into MC polypeptides after incubation of
intact cells with biotinylated 15d-PGJ2 was dose-dependent
(Fig. 3A). Several faint bands could be distinguished above
the background of endogenous biotinylated proteins after
incubation of MC in the presence of 100 nM biotinylated
15d-PGJ2, whereas micromolar concentrations of the biotin-
ylated PG led to evident protein labeling. 15d-PGJ2 can bind
to purified proteins in vitro. We were interested in assessing
the ability of 15d-PGJ2 to modify MC proteins in cell-free
extracts. After incubation of MC lysates with biotinylated
15d-PGJ2, numerous biotin-containing polypeptides could be
detected (Fig. 3B), although the intensity of the labeling was
lower than when incubating intact cells with the same con-
centration of biotinylated 15d-PGJ2. The available evidence
suggests that the reaction of 15d-PGJ2 with protein thiols
does not occur randomly but takes place preferentially at
specific cysteine residues within given proteins. To further
substantiate this point, we compared the labeling pattern
obtained by incubation of cell lysates with biotinylated 15d-
PGJ2 and with biotinylated iodoacetamide, a general cys-
teine-modifying reagent. Incubation of cell lysates with bio-
tinylated iodoacetamide led to the incorporation of biotin into
multiple polypeptide bands in a pattern that closely resem-
bled total protein staining (Fig. 3B) and was readily distin-
guishable from biotinylated 15d-PGJ2-induced protein mod-
ification. These differences were analyzed by image scanning
and quantitation of the blots shown in Fig. 3B. The profiles
obtained, shown in Fig. 3C, clearly illustrate the lack of
coincidence between the main targets for biotinylated 15d-
PGJ2 and biotinylated iodoacetamide incorporation. Taken
together, these observations suggest that binding of biotin-
ylated 15d-PGJ2 occurs at a specific set of cellular proteins
and does not correlate with thiol accessibility.
Importance of the Cyclopentenone Moiety in the
Modification of Protein Targets by 15d-PGJ2. We have
reported previously that c-Jun is a target for 15d-PGJ2 addi-
tion, both in vitro and in intact cells (Pe´rez-Sala et al., 2003).
To explore the structural requirements for protein modifica-
tion by 15d-PGJ2, we performed an in vitro assay using a
peptide from human c-Jun as a model of Michael acceptor.
This peptide contains two cysteine residues; of them, the one
equivalent to cysteine 269 in full-length human c-Jun has
been shown to be the preferential site of modification by
15d-PGJ2 (Pe´rez-Sala et al., 2003). The formation of adducts
between 15d-PGJ2 and the c-Jun peptide was monitored by
MALDI-TOF mass spectrometry (Fig. 4). The control c-Jun
peptide showed a peak m/z  13,479, which corresponds to
the calculated mass of the construct (Pe´rez-Sala et al., 2003).
As we have reported previously, 15d-PGJ2 (mass 316.5 Da)
readily formed an adduct with c-Jun, as indicated by the
appearance of a peak m/z at 13,795. We next explored the
behavior of 9,10-dihydro-15d-PGJ2, a 15d-PGJ2 analog that
lacks the cyclopentenone structure. This analog was de-
signed to retain PPAR agonist activity and to be more re-
sistant to metabolism through conjugation with glutathione,
which has been proposed to occur across the ,-unsaturated
enone, and more specifically through carbon 9 (Paumi et al.,
2003). A peak m/z of 13,802 was detected in the 9,10-dihy-
dro-15d-PGJ2-treated c-Jun sample (Fig. 4), which is compat-
ible with the formation of an adduct between c-Jun and the
9,10-dihydro analog (expected m/z, 13,798). This suggests
that in the absence of the electrophilic carbon in the cyclo-
pentane ring, conjugation can occur through the electrophilic
carbon at position 13. However, this analog is less efficient
than 15d-PGJ2 at forming a Michael adduct with c-Jun, as
estimated from the relative intensity of the corresponding
peaks. As expected, PGE2, which does not possess an unsat-
urated carbonyl group, did not bind to the c-Jun peptide.
We next compared the performance of the various prosta-
noids by using a Western blot-based competition assay. As it
is shown in Fig. 5A, incubation of the c-Jun fragment with
biotinylated iodoacetamide resulted in the incorporation of
the biotin label as detected by Western blot and detection
with HRP-conjugated streptavidin. Preincubation of the c-
Jun construct with 15d-PGJ2 clearly reduced labeling with
biotinylated iodoacetamide (49  3% inhibition, average 
S.E.M. of three assays). 9,10-Dihydro-15d-PGJ2 was much
less effective than 15d-PGJ2 (15  7% reduction), and PGE2
was virtually ineffective. In addition, we observed that the
binding of biotinylated 15d-PGJ2 to c-Jun in vitro was
blocked by the presence of an excess of nonbiotinylated 15d-
PGJ2 (94  6% inhibition, average  S.E.M. of three assays),
Fig. 2. Biotinylated 15d-PGJ2 binds
to nuclear and cytosolic proteins in
MC. A, MC grown on glass coverslips
were incubated with vehicle or 10 M
biotinylated 15d-PGJ2 and biotin-pos-
itive structures were visualized by in-
cubation with Alexa488-streptavidin.
The position of cell nuclei is evidenced
by staining with DAPI, and cell mor-
phology under visible light is shown
at bottom (vis). Images were obtained
at 40 magnification; scale bar, 25
m. B, MC were incubated in the
presence of 5 M 15d-PGJ2 or biotin-
ylated 15d-PGJ2 for 2 h, and the pres-
ence of biotinylated polypeptides in
several cellular fractions was as-
sessed by Western blot and detection
with HRP-streptavidin. Arrowheads
mark the position of bands that seem
enriched in one of the fractions.
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but it was only partially reduced by 9,10-dihydro-15d-PGJ2
(51  14% reduction) and not affected by PGE2 (Fig. 5B).
Consistent with the results shown above, the binding of bio-
tinylated 15d-PGJ2 to proteins in MC lysates was markedly
reduced by the presence of an excess of nonbiotinylated 15d-
PGJ2, whereas 9,10-dihydro-15d-PGJ2 and PGE2 only mod-
erately reduced protein labeling (Fig. 5C). The labeling in the
presence of an excess of 9,10-dihydro-15d-PGJ2, as estimated
from the scanning of several bands, was reduced by 20 to 30%
compared with the labeling in the presence of PGE2, which
does not bind covalently to proteins, whereas 15d-PGJ2 elic-
ited an 80% inhibition. Taken together, these observations
suggest that, although the 9,10-dihydro analog of 15d-PGJ2
can form adducts with proteins to some extent, the double
bond at position 9–10 in the cyclopentane ring of 15d-PGJ2 is
an important determinant for its binding to protein targets.
15d-PGJ2 and 9,10-Dihydro-15d-PGJ2 Activate PPAR
in MC. To use 9,10-dihydro-15d-PGJ2 as a tool to assess the
relative importance of the multiple mechanisms potentially
involved in the effects of 15d-PGJ2 in MC, we compared the
potency of both compounds as PPAR agonists. As shown in
Fig. 6A, 9,10-dihydro-15d-PGJ2 was able to activate PPAR to
the same extent as 15d-PGJ2, as assessed using a luciferase
reporter assay. These results indicate that 15d-PGJ2 and
9,10–15d-PGJ2 are equipotent as PPAR agonists in MC. The
high-affinity PPAR agonist rosiglitazone also activated
PPRE activity, although to a lower extent than 9,10-dihydro-
15d-PGJ2, and this effect was partially blocked by the PPAR
antagonist T0070907 (Lee et al., 2002) (27% reduction of the
rosiglitazone-elicited stimulation; Fig. 6B). In contrast, the
electrophilic compounds cyclopentenone and cyclohexenone
did not activate PPAR (Fig. 6B).
Role of Protein Modification in the Effects of 15d-
PGJ2 on iNOS Induction. iNOS is a key pro-inflammatory
gene that can be modulated by cyPG (Ricote et al., 1998;
Kwon et al., 1999). However, the mechanisms responsible for
their effects have not been fully elucidated. We observed that
micromolar concentrations of 15d-PGJ2 markedly inhibited
both nitrite accumulation and iNOS protein levels in MC
stimulated with IL-1 plus TNF- (Fig. 7A). In contrast,
9,10-dihydro-15d-PGJ2 did not reduce iNOS induction. None
of these compounds modulated nitrite generation or iNOS
levels per se. These results indicate that the double bond at
the 9 position in 15d-PGJ2 is important for its ability to
interfere with iNOS induction. The observation that both
compounds activate PPAR to the same extent makes it un-
likely that the inhibitory effect of 15d-PGJ2 is related to
PPAR activation. In accordance to this, the PPAR antago-
nist GW9662 did not reduce 15d-PGJ2 inhibition of iNOS
induction (Fig. 7B). The PPAR agonist rosiglitazone, which
is not structurally related to 15d-PGJ2, did not inhibit iNOS
levels but increased them (Fig. 7C), although the antagonist
T0070907 did not elicit appreciable changes in this assay. In
addition, the compound cyclopentenone, which mimics only
the cyclopentenone moiety of 15d-PGJ2 and does not activate
PPAR, at concentrations similar to those used in previous
studies (Straus et al., 2000; Cippitelli et al., 2003), effectively
reduced cytokine-elicited iNOS levels (Fig. 8). Moreover, an-
other cyclic electrophile possessing an unsaturated carbonyl
group, but unrelated to 15d-PGJ2, such as cyclohexenone,
blunted iNOS induction in MC (Fig. 8). Under our conditions,
cyclohexenone was a more potent inhibitor than cyclopen-
tenone and completely abrogated cytokine-elicited iNOS lev-
els at all concentrations assayed (50 to 200 M, not shown).
Effect of 15d-PGJ2 on the Levels of COX-2 and ICAM-1
in MC. To assess the significance of these findings, we next
explored the modulation of two additional proteins that play
key roles in glomerular inflammation, COX-2 and ICAM-1. As
observed with iNOS, treatment of MC with 15d-PGJ2 before
stimulation with cytokines strongly inhibited the induction of
COX-2 and ICAM-1 (62  10% and 79  13% inhibition, aver-
Fig. 3. Protein modification by biotinylated 15d-PGJ2 in intact cells and
in cell lysates. A, MC were incubated with increasing concentrations of
15d-PGJ2 or biotinylated 15d-PGJ2, and biotin-containing polypeptides in
total cell lysates were detected by Western blot. To visualize faint bands,
ECL exposures were carried out for 2 min. To show all the experimental
conditions in the same exposure without saturating the signal, 2 g of
protein was loaded onto lane 7, 5 g on lane 5, and 10 g on the
remaining lanes. B, MC lysates containing 6 g of protein were incubated
for 1 h at r.t. with vehicle, 10 M biotinylated 15d-PGJ2, or 2 mM
biotinylated iodoacetamide, as indicated. Aliquots containing 6 g (lanes
1, 2, and 5) or 0.6 g of protein (lanes 3 and 4) were analyzed by
SDS-PAGE, and biotin-containing polypeptides were detected by West-
ern blot. Lane 5 shows the Coomassie staining of a blot run in parallel.
Results shown are representative of three independent experiments. C,
the blots shown in B were quantitated after image scanning, and the
profiles obtained for each lane are shown. Results are expressed in
arbitrary units.
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age  S.E.M. of five and four assays, respectively, p  0.05 in
both cases) (Fig. 9). It is remarkable that the 9,10-dihydro
analog of 15d-PGJ2 not only did not reduce COX-2 induction but
also potentiated it (4.1 0.8-fold amplification of cytokine stim-
ulation, n  6), whereas it did not affect ICAM-1 (Fig. 9A).
Neither the inhibitory effect of 15d-PGJ2 nor the amplifying
effect of 9,10-dihydro-15d-PGJ2 on COX-2 levels was reduced in
the presence of the PPAR antagonist GW9662. Both cyclopen-
tenone and cyclohexenone inhibited COX-2 and ICAM-1 induc-
tion by cytokines. The inhibition of COX-2 induction by cyclo-
pentenone reached 51 10%, average S.E.M. of three assays,
p  0.05 by t test. Cyclohexenone completely abrogated COX-2
induction (Fig. 9B). Cyclopentenone inhibited cytokine-elicited
ICAM levels by 66  13%, average  S.E.M. of three assays,
p  0.05. Treatment with cyclohexenone before cytokine stim-
ulation reduced ICAM protein below basal levels. These results
strengthen our hypothesis that the reactivity of 15d-PGJ2 to-
ward cellular thiols is important for its anti-inflammatory ef-
fects.
Discussion
CyPG, and 15d-PGJ2 in particular, have attracted consid-
erable attention recently because of their remarkable biolog-
ical effects. 15d-PGJ2 has been reported to exert anti-inflam-
matory or protective effects in both cellular and animal
models of inflammation or injury. These effects were first
attributed to its activity as an agonist of the transcription
factor PPAR. However, it is becoming gradually more ac-
cepted that an important determinant of 15d-PGJ2 activity
resides in its cyclopentenone structure, capable of forming
covalent adducts with thiol groups by Michael addition. In
this study, we have observed that 15d-PGJ2 binds to multiple
but selective protein targets in MC and that the presence of
the cyclopentenone moiety is important both for protein mod-
ification and for inhibition of the levels of pro-inflammatory
proteins.
In light of recent in vitro and in vivo studies, a potential for
cyPG or related compounds as pharmacological tools in the
treatment of inflammatory conditions has been raised. Some
recent examples of the beneficial effects of cyPG include the
amelioration of acute renal failure (Chatterjee et al., 2004) and
the reduction of restenosis after balloon angioplasty in rats
(Ianaro et al., 2003b) by 15d-PGJ2, effects that have been at-
tributed to its ability to inhibit NF-B and the expression of
pro-inflammatory genes. However, the possibility that cyPG
may freely react with protein thiols may constitute a drawback
to their use in therapy because it could contribute to lack of
specificity or multiplicity of unwanted biological effects. The
experiments presented herein illustrate that covalent binding
of a biotinylated analog of 15d-PGJ2 to MC proteins is not
determined by protein abundance or simply by the presence of
accessible cysteine residues. This implies that the process of
protein modification by these products of the arachidonic acid
pathway, which could be referred to as eicosanylation or pros-
tanylation, displays a selectivity probably related to protein or
cellular context. By using two-dimensional electrophoresis, we
have observed that biotinylated 15d-PGJ2 binds to a broad but
limited set of proteins in intact cells. Although the possibility
that the reactivity of biotinylated 15d-PGJ2 may not be identi-
cal to that of 15d-PGJ2 should be taken into account, our observa-
tions provide a starting point for the identification and subsequent
functional studies of themodified proteins that will help to predict
the potential consequences of 15d-PGJ2 treatment.
The cyclopentenone moiety of 15d-PGJ2 has been proposed
as an important structural feature for some of the effects of
this cyPG (Straus et al., 2000; Ianaro et al., 2003a). The
9,10-dihydro analog of 15d-PGJ2 differs only in the absence of
the endocyclic double bond and is therefore not a cyclopen-
Fig. 4. MALDI-TOF mass spectrometry analysis of the
interaction between c-Jun and several PG. c-Jun con-
struct (5 M) was incubated with 10 M concentrations
of the indicated compounds for 1 h at r.t. and analyzed
by MALDI-TOF mass spectrometry. Results shown are
representative of three assays. The structure of the
compounds used is shown on the right. Electrophilic
carbons are marked by asterisks.
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tenone. This compound, designed as an analog of 15d-PGJ2
unable to undergo conjugation with glutathione across car-
bon 9, has been previously proposed as a tool to explore the
importance of conjugation with thiols in the effect of 15d-
PGJ2 (Cippitelli et al., 2003; Paumi et al., 2003). However,
the ability of 9,10-dihydro-15d-PGJ2 to form adducts with
proteins has not been explored. Our results indicate that
9,10-dihydro-15d-PGJ2 still retains the ability to form cova-
lent adducts with proteins, as observed in vitro using a frag-
ment of c-Jun as a model. This suggests that other electro-
philic carbons present in the molecule of 15d-PGJ2, such as
carbon 13, may also participate in the formation of Michael
adducts with proteins. This hypothesis is in agreement with
previous reports that have identified the formation of bis-
conjugates of 15d-PGJ2 with c-Jun (Pe´rez-Sala et al., 2003)
and of 9-deoxy-9,12(E)-PGD2, a cyPG that also possesses
two electrophilic carbons, with glutathione (Atsmon et al.,
1990). Nevertheless, our results suggest that 9,10-dihydro-
15d-PGJ2 shows reduced potency as a cysteine-modifying
agent, as deduced from its lesser ability to block the incorpo-
ration of biotinylated iodoacetamide or biotinylated 15d-
PGJ2 into both recombinant proteins and cellular lysates.
Consistent with this, in conditions under which 9,10-dihydro-
15d-PGJ2 and 15d-PGJ2 were equipotent at activating a
PPRE reporter, 9,10-dihydro-15d-PGJ2 did not mimic the
marked inhibitory effect of 15d-PGJ2 on the levels of iNOS,
COX-2, or ICAM-1. However, a moderate inhibitory effect
could be evidenced with concentrations of 9,10-dihydro-15d-
PGJ2 above 20 M (results not shown). Taken together, these
observations suggest that the cyclopentenone structure of
15d-PGJ2 is an important determinant both in the inhibition
of the induction of pro-inflammatory genes and in the ability
of 15d-PGJ2 to modify cellular proteins. However, 15d-PGJ2
analogs retaining electrophilic carbons cannot be considered
inert compounds with respect to cysteine modification, and
care should be exercised when using them as a control for the
actions of cyPG.
CyPG have been shown to inhibit the induction of various
pro-inflammatory genes in several experimental systems.
However, the mechanisms responsible for this effect may be
multiple and seem to be dependent on the system under
study. An involvement of PPAR has been proposed in cyPG-
mediated inhibition of IL-1-elicited iNOS induction in car-
Fig. 5. Effect of several PG on the binding of biotinylated iodoacetamide
or biotinylated 15d-PGJ2 to c-Jun or cell lysates in vitro. A, c-Jun con-
struct was preincubated with the indicated PG at 100 M final concen-
tration or 2 mM iodoacetamide for 1 h at r.t. and subsequently incubated
in the presence of 2 mM biotinylated iodoacetamide for 30 min. B, c-Jun
was incubated with 1 M biotinylated 15d-PGJ2 for 1 h at r.t. in the
absence or presence of 100 M of the indicated compounds. C, aliquots
from total cell lysates containing 6 g of protein were incubated with 10
M biotinylated 15d-PGJ2 in the presence of 1 mM concentrations of the
indicated PG. Incubation mixtures were subjected to SDS-PAGE and
Western blot followed by detection with HRP-conjugated streptavidin or
anti-c-Jun antibody, as indicated. Exposures shown are representative of
at least three experiments with similar results for every assay.
Fig. 6. Effect of 15d-PGJ2 and 9,10–15d-PGJ2 on the activity of a PPRE
reporter. MC were transiently transfected with p4xAco-Luc plus pSG5-
Renilla and treated for 16 h with the indicated concentrations of 15d-
PGJ2 or 9,10-dihydro-15d-PGJ2 (A) or with 100 M cyclopentenone, 100
M cyclohexenone, 5 M rosiglitazone, 1 M T0070907, or 5 M 9,10-
dihydro-15d-PGJ2, as indicated (B). Results are expressed as the ratio
between firefly and R. reniformis luciferase activities. Results are aver-
age values  S.E.M. of three independent experiments performed in
duplicate. (*, p  0.05 versus control by t test; #, p  0.05 versus
rosiglitazone).
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diomyocytes (Mendez and LaPointe, 2003) and in human
chondrocytes (Fahmi et al., 2001), as well as in the modula-
tion of myeloperoxidase by 15d-PGJ2 (Kumar et al., 2004)
and in the protective effects of this cyPG in endotoxemia
(Collin et al., 2004) and ischemia-reperfusion injury (Cuzzo-
crea et al., 2003). In contrast, PPAR-independent mecha-
nisms have been invoked for the inhibitory actions of 15d-
PGJ2 on the expression of iNOS in pancreatic -cells and in
IFN-induced macrophages (Chen et al., 2003; Weber et al.,
2004), for the inhibition of NF-B and AP-1 in cells express-
ing undetectable levels of PPAR, such as HeLa cells (Straus
et al., 2000; Pe´rez-Sala et al., 2003), and for some of the in
vivo anti-inflammatory effects (Ianaro et al., 2003a). The
effect of 15d-PGJ2 on iNOS induction in MC and the mech-
anisms involved have not been previously addressed. Our
results suggest that in MC the inhibition of cytokine-elicited
Fig. 7. Effect of 15d-PGJ2 on iNOS induction is independent from PPAR
activity. A, MC were preincubated for 2 h with the indicated PPAR
agonists at 5 M before stimulation with IL-1 plus TNF- (Ck). B, MC
were pretreated with 10 M GW9662 before addition of 15d-PGJ2. C, MC
were preincubated with 1 M T0070907 before addition of 5 M rosigli-
tazone. After 16 h of treatment with cytokines, the accumulation of nitrite
in the cell supernatant was measured by the Griess method. Results are
average values  S.E.M. of three experiments (*, p  0.05 versus Ck by
t test). Levels of iNOS and actin in MC extracts were assessed by Western
blot. ECL exposures are representative of three experiments with similar
results.
Fig. 8. Cyclopentenone and cyclohexenone inhibit iNOS induction. MC
were pretreated with 100 M cyclopentenone or cyclohexenone for 2 h
before stimulation with Ck. Levels of nitrite in the cell supernatants and
of iNOS protein and actin in cell lysates were assessed as in Fig. 7.
Results are average values  S.E.M. of three experiments (*, p  0.05
versus Ck by t test). ECL exposures are representative of three experi-
ments with similar results. The structure of the compounds used is shown
on the right. Electrophilic carbons are marked by asterisks.
Fig. 9. Effect of several electrophilic compounds on the expression of
COX-2 and ICAM-1 in MC. MC were pretreated with the indicated
compounds, as specified in Fig. 7 and 8, before stimulation with Ck, and
the protein levels of COX-2, ICAM-1, and actin were assessed by Western
blot. ECL exposures are representative of three experiments with similar
results.
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iNOS induction is largely independent of PPAR activation.
This inference is based on the fact that 15d-PGJ2 and its
9,10-dihydro analog have different effects on iNOS induction
but are equally potent as PPAR agonists, on the lack of effect
of the PPAR antagonist GW9662 on 15d-PGJ2-elicited inhi-
bition, and on the inhibitory effect of other electrophiles, such
as cyclopentenone and cyclohexenone. In addition, the
PPAR ligand rosiglitazone increased iNOS levels rather
than reducing them. This observation is also supported by
previous results from our laboratory showing that other
PPAR agonists amplify cytokine-elicited iNOS induction
(Cernuda-Morollo´n et al., 2002). It is interesting that the
inhibition of the induction of two additional pro-inflamma-
tory genes, such as COX-2 and ICAM-1, also requires the
presence of the endocyclic double bond of 15d-PGJ2. It is
remarkable that the absence of this bond, as it occurs in the
9,10-dihydro analog of 15d-PGJ2, results in a strong poten-
tiation of COX-2 induction. The elucidation of the mechanism
of this effect, which is not blocked by GW9662, will require
further investigation.
In conclusion, the observations described above point to the
importance of covalent protein modification in the anti-in-
flammatory effects of 15d-PGJ2. Our work illustrates the
requirements, extent and selectivity of protein modification
by 15d-PGJ2 in MC. The identification of the detected targets
for cyPG addition will provide a deeper insight into the mech-
anism of action and potential applications of these eico-
sanoids.
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Statins improve vascular functions by mechanisms in-
dependent from their cholesterol-lowering effect. Rho
GTPases are emerging as key targets for the vascular
effects of statins. RhoB is a short-lived, early-response
inducible protein involved in receptor endocytosis, apo-
ptosis, and gene expression. Here we show that statins
regulate RhoB expression by acting at multiple levels.
Simvastatin increased RhoB protein levels by 8- to 10-
fold. This effect was related to a depletion of isoprenoid
intermediates, as deduced from the observation that
several metabolites of the cholesterol biosynthetic path-
way, namely, mevalonate and geranylgeranyl-pyrophos-
phate, attenuated simvastatin-induced RhoB up-regula-
tion. Moreover, prenyltransferase inhibitors mimicked
simvastatin effect. Cholesterol supplementation did not
prevent simvastatin-elicited up-regulation but in-
creased RhoB levels per se. Simvastatin moderately aug-
mented RhoB transcript levels, but markedly impaired
the degradation of RhoB protein, which accumulated in
the cytosol in its non-isoprenylated form. Inhibition of
RhoB isoprenylation was apparently required for simv-
astatin-induced up-regulation, because levels of an iso-
prenylation-deficient RhoB mutant were not affected by
simvastatin. Moreover, this mutant was found to be
markedly more stable than the wild-type protein. These
results show that RhoB isoprenylation is necessary for
rapid turnover of this protein and identify a novel link
between the cholesterol biosynthetic pathway and the
regulation of G-protein expression.
Statins are a family of drugs widely used in the treatment of
hypercholesterolemia. They are competitive inhibitors of hy-
droxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA)1 reductase (1), the en-
zyme catalyzing the rate-limiting step in the synthesis of cho-
lesterol, that is, the conversion of HMG-CoA to mevalonate
(Scheme 1). Mevalonate is also the precursor of farnesyl-pyro-
phosphate and geranylgeranyl-pyrophosphate, the isoprenoid
lipids involved in the posttranslational modification of a num-
ber of proteins, including most G-proteins (2, 3). For this
reason, statins have also been used as pharmacological tools
to assess the importance of protein isoprenylation in signal
transduction (4, 5).
The clinical use of statins has revealed that these drugs
promote beneficial effects on cardiovascular functions that do
not correlate with their ability to lower serum cholesterol levels
(6, 7). Treatment of endothelial cells with statins increases or
preserves the expression of endothelial nitric oxide synthase (8,
9), while inhibiting the production of endothelin-1 (10). In
addition, antiproliferative and anti-inflammatory effects of
statins have been observed in several experimental systems (5,
11–13) and in patients (14, 15). Elucidation of the mechanisms
underlying these diverse effects has shown that small G-pro-
teins of the Rho family are critical targets for statins in many
systems. Rho GTPases participate in the regulation of numer-
ous cellular functions, including cytoskeletal organization, cell
adhesion, smooth muscle contraction, endocytosis, receptor sig-
naling, cell cycle progression, and gene expression (16–19). Rho
proteins are posttranslationally modified by isoprenylation at a
cysteine residue located near their C-terminal end (20). Inhi-
bition of Rho function by impairment of protein isoprenylation
is at the basis of the reported effects of statins on smooth
muscle cell proliferation (11), endothelial nitric oxide synthase
and inducible nitric oxide synthase expression (8, 21), pre-pro-
endothelin-1 transcription (10), and protection against cerebral
stroke (22). Evidence accumulating during the last decade in-
dicates that, by limiting mevalonate availability, statins may
influence not only the function but also the expression of sev-
eral G-proteins, including Ras (23), Rab (24), Rap (25), and Rho
proteins (26–28). However, the mechanisms responsible for
these effects are not fully elucidated.
RhoB is a short-lived protein, the levels of which can be
regulated by growth factors and stress signals both transcrip-
tionally and posttranslationally (26, 29). RhoB can be modified
either by farnesylation or geranylgeranylation at its C termi-
nus (20), and it has been proposed that its function may depend
on the presence and the nature of the isoprenoid moiety (30).
Among the reported RhoB functions are the modulation of
receptor endocytosis (31), apoptosis (32), and vascular gene
expression, including that of pre-pro-endothelin-1 (10) and in-
ducible nitric oxide synthase (33). A detailed knowledge of the
effect of statins on Rho protein biology is of primary importance
in the context of the therapeutic strategies for hypercholester-
olemia and atherosclerosis. In the present study we have ex-
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plored the effect of statins on RhoB expression and processing
in several cell types. Our results show that statins drastically
increase the levels of cellular RhoB by mechanisms that involve
the regulation of RhoB mRNA by the cholesterol biosynthetic
pathway and the impairment of the proteolytic degradation of
the non-isoprenylated RhoB protein. This latter observation
provides the first evidence for the regulation of protein stability
by isoprenylation.
MATERIALS AND METHODS
Materials—Simvastatin, lovastatin, and zaragocic acid were from
Merck Sharp and Dohme. Antibodies anti-RhoA (sc-418), anti-RhoB
(sc-180), and anti-HA (sc-7392) were from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA). Anti-pan-Ras-10 (Ab-3) monoclonal antibody was
from Oncogene Science (Uniondale, NY). Peroxidase-conjugated anti-
rabbit and anti-mouse immunoglobulins were from Dako (Glostrup,
Denmark). Deoxycytidine 5-triphosphate [-32P]- (3,000 Ci/mmol) was
from Amersham, Aylesbury, UK. FTI-277, GGTI-286, toxin B from
Clostridium difficile, C3 exoenzyme from Clostridium botulinum, and
the Rho-associated kinase inhibitor Y-27632 were from Calbiochem-
Novabiochem (San Diego, CA). All other reagents were of the highest
purity available from Sigma.
Cell Culture—Bovine aortic endothelial cells (BAEC) were isolated
from thoracic aortas and characterized as previously described (9). Cells
were maintained in RPMI 1640 supplemented with 10% calf serum, 2
mM glutamine, 100 units/ml penicillin and 100 g/ml streptomycin in
an atmosphere with 5% CO2. Experiments were performed on confluent
monolayers at passages 3–8 made quiescent by serum deprivation for
24 h. Potential toxicity of the reagents used was tested by trypan blue
exclusion and by analysis of the cell cycle distribution by flow cytometry
(34). The concentrations of simvastatin used throughout this study did
not induce apoptosis in BAEC. Mesangial cells were obtained and
characterized as reported previously (35). Human umbilical vein endo-
thelial cells were isolated and cultured according to published proce-
dures (36). Mv1Lu, HeLa, and NIH-3T3 cells were from the Animal Cell
Culture facility of Centro de Investigaciones Biolo´gicas. Mv1Lu and
NIH-3T3 cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
supplemented with 10% fetal bovine serum, and HeLa cells were cul-
tured in RPMI 1640 plus 10% fetal bovine serum.
SDS-PAGE and Immunoblotting—For SDS-PAGE, BAEC were ho-
mogenized by forced passes through a 261⁄2-gauge needle in 10 mM Tris,
pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.5% SDS, 0.1 mM -mercapto-
ethanol, containing 2 g/ml of each of the protease inhibitors leupeptin,
aprotinin, and pepstatin. Protein was measured by the BCA method
(Pierce, Rockford, IL), and aliquots containing 20 g of protein were
electrophoresed on 15% SDS-polyacrylamide gels and transferred to
Immobilon-P membranes (Millipore, Bedford, MA). Blots were incu-
bated with anti-RhoA (1:1,000), anti-RhoB (1:500), or anti-pan-Ras
(1:1,000) antibodies, and the proteins of interest were visualized using
an ECL detection system from Amersham Biosciences. Levels of RhoA
and B proteins were estimated by image scanning of the ECL expo-
sures. The values obtained were corrected by the band intensities of the
Coomassie staining of membranes after the blotting procedure or by the
signal given by an antibody against a non-related protein.
Subcellular Fractionation—For obtention of S100 (cytosol) and P100
(membrane) fractions, cells were homogenized in 20 mM Tris, pH 7.5, 5
mM MgCl2, 1 mM EDTA, 250 mM sucrose, and 0.1 mM dithiothreitol
containing protease inhibitors, and lysates were centrifuged at
200,000  g for 30 min at 4 °C in a Beckman TLA100 rotor.
Determination of RhoB Protein Stability—For this purpose, a previ-
ously published method was used (26). After treatment in the absence
or presence of simvastatin, cells were incubated with 20 g/ml cyclo-
heximide, a concentration that effectively blocked synthesis of RhoB
protein, and levels of RhoB were analyzed by Western blot at various
time points after cycloheximide addition.
RNA Isolation, Northern Blotting, and Hybridization—Total cellular
RNA was isolated from BAEC with the guanidinium thiocyanate-phe-
nol-chloroform method and processed as previously reported (10). Equal
loading was ensured by ethidium bromide staining. For analysis of
RhoB mRNA expression, the full-length rat RhoB cDNA, a gift of Dr.
G. C. Prendergast (The Wistar Institute, Philadelphia, PA), was used as
a probe. Blots were stripped and rehybridized with a probe for human
-actin. Densitometric analysis was performed using an Agfa Stu-
dioStar TPO scanner with the public domain software NIH IMAGE
1.60b5. Results were calculated as the ratio of RhoB/-actin mRNA
levels.
Plasmids and Transfections—The mammalian expression vector en-
coding the rat RhoB cDNA tagged at the amino terminus with a he-
magglutinin epitope (pcDNA3-HA-RhoB) was generously provided by
Dr. G.C. Prendergast. The isoprenylation-deficient HA-RhoBC193S
mutant was generated from the above plasmid by PCR using primers
forward: 5-CCAGAGAGATCTATGTACCCATACGATGTGCCAGAC-3
and reverse: 3-CAGAGCTCTAGATCATAGCACCTTCGAGCAGTTGA-
TG-5. The DNA fragments encoding wild-type and mutant HA-RhoB
were subcloned into the BglII, EcoRI sites of the pEGFP-C1 vector
(Clontech). Cells grown on 6-well plates or on 12-mm glass coverslips
were transfected using LipofectAMINE Plus reagent (Invitrogen) fol-
SCHEME 1. Main intermediates in
the cholesterol/isoprenoid biosyn-
thetic pathway and pharmacological
tools used to explore it. Enzymes of
this pathway are represented in shaded
rectangles and the corresponding inhibi-
tors in arrowheads. FTase, farnesyltrans-
ferase; GGTase, geranylgeranyltrans-
ferase; ZGA, zaragocic acid; LDL, low
density lipoproteins.
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lowing the instructions of the manufacturer. After a 24-h recovery
period, cells were exposed to the various agents. The expression of RhoB
or of GFP-RhoB proteins was monitored by Western blot or confocal
fluorescence microscopy, as indicated. Transfection efficiency was
80% in NIH-3T3 cells as estimated from fluorescence microspcopy
analysis of GFP-RhoB transfected cells.
RESULTS
HMG-CoA Inhibitors Increase RhoB Protein Levels in Vascu-
lar Endothelial Cells—Treatment of quiescent BAEC with the
HMG-CoA inhibitor simvastatin led to a time- and dose-de-
pendent increase in RhoB protein levels (Fig. 1). An increase in
RhoB could be detected after a 24-h treatment with 0.1–1 M
simvastatin, a concentration in the range of that reached in the
plasma of patients treated with this drug (37), although the
effect was more evident at simvastatin concentrations above 1
M, which are higher than those seen in humans. Treatment of
BAEC with 10 M simvastatin for 24 h resulted in 6- to 10-fold
higher RhoB protein levels. RhoA protein was also more abun-
dant after simvastatin treatment (2- to 3-fold increase). The
levels of Ras proteins, detected with a pan-Ras antibody, did
not change appreciably under these experimental conditions. A
similar effect on RhoB protein levels was brought about by
other HMG-CoA reductase inhibitors, namely, lovastatin and
compactin (Fig. 1C). This phenomenon was not restricted to
BAEC, because it could also be evidenced in human umbilical
vein endothelial cells and mesangial cells treated with simvas-
tatin (Fig. 2). Simvastatin induced an increase in RhoB levels
in all the cell types thus far studied, including 293T and COS-7
cells (data not shown), the epithelial cell lines Mv1Lu and
HeLa, and in NIH-3T3 fibroblasts (Fig. 2).
Regulation of RhoB Expression by the Mevalonate Pathway—
Statins are potent cholesterol-lowering agents. Therefore we
explored whether the effect of simvastatin could be prevented
by increasing cholesterol supply. Cholesterol supplementation
did not prevent simvastatin-induced RhoB up-regulation in
BAEC (Fig. 3A, left); conversely, a moderate up-regulation of
RhoB protein levels could be detected in cholesterol-supple-
mented cells (1.6  0.12-fold increase with respect to control
levels, n  4). Because both simvastatin and cholesterol reduce
the flux through the cholesterol biosynthetic pathway, these
observations suggest that a down-regulation of this pathway or
the depletion of some intermediate(s) may be involved in the
effect of simvastatin. In keeping with this, treatment of BAEC
with zaragocic acid, an inhibitor of squalene synthase, expected
to increase the activity of the pathway (38), moderately reduced
RhoB protein levels (20–30% reduction, n  3, not shown).
Incubation of BAEC in the presence of mevalonate attenuated
the up-regulation of RhoB levels by simvastatin (Fig. 3A, right).
To ascertain whether this effect was dependent on some spe-
cific products of mevalonate we explored the ability of various
isoprenoid intermediates to circumvent simvastatin-induced
up-regulation of RhoB (Fig. 3A, right). Incubation of BAEC
with farnesyl-pyrophosphate during treatment with simvasta-
tin slightly reduced the up-regulation of RhoB protein levels
whereas geranylgeranyl-pyrophosphate (GGPP) had a protec-
tive effect similar to that of mevalonate. This effect of GGPP
was not restricted to BAEC because it was also observed in
HeLa and NIH-3T3 cells (results not shown).
The RhoB protein and transcript are short-lived species, the
levels of which can be modulated both transcriptionally and
posttranscriptionally (26, 29). To get insight into the mecha-
nism of simvastatin-induced RhoB up-regulation we explored
the levels of RhoB mRNA. As it can be observed in Fig. 3B
simvastatin augmented the levels of RhoB transcript by 2-
fold, an extent lower than that observed at the protein level.
The effect of simvastatin was specific for RhoB as evidenced by
the observation that the levels of -actin did not increase or
were slightly decreased by simvastatin treatment. Cholesterol
supplementation did not increase RhoB mRNA levels apprecia-
bly and was also ineffective at preventing the effect of simvas-
tatin. RhoB mRNA levels followed a pattern similar to that
observed for the RhoB protein in response to supplementation
with mevalonate, farnesyl-pyrophosphate, and GGPP (Fig. 3B,
right). The ability of GGPP to prevent simvastatin-induced
RhoB up-regulation suggested the involvement of geranylgera-
nylated proteins in this effect. Because most G-proteins are
modified by geranylgeranylation, we took advantage of the
availability of bacterial toxins that selectively inactivate spe-
cific types of G-proteins to assess their effect on RhoB levels
(Fig. 4). Treatment of BAEC with pertussis toxin, which inhib-
FIG. 1. Effect of HMG-CoA inhibitors on the abundance of
RhoB protein in BAEC. A, BAEC were treated with simvastatin (Sv)
at 10 M for the indicated time periods, and the levels of RhoB, RhoA,
and Ras proteins were assessed by immunoblot. B, BAEC were treated
with the indicated concentrations of simvastatin or (C) with different
HMG-CoA inhibitors at 10 M for 24 h. Results shown are representa-
tive of at least three experiments. Lov, lovastatin; Comp, compactin.
FIG. 2. Effect of simvastatin on RhoB protein levels in several
cell types. The indicated cell types were treated with simvastatin for
24 h. HUVEC, human umbilical vein endothelial cells; MC, glomerular
mesangial cells; Mv1Lu, mink lung epithelial cells; HeLa, epitheloid
carcinoma cells; NIH-3T3, mouse fibroblasts. RhoB levels were as-
sessed by Western blot. Results shown are representative of at least two
experiments.
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its Gi proteins, or with cholera toxin, which stimulates Gs
proteins did not alter RhoB protein levels significantly (Fig.
4A). In contrast, treatment with either toxin B from Clostrid-
ium difficile, or with Clostridium botulinum C3 exoenzyme,
known to block the activity of Rho proteins, increased RhoB
levels, although to a lesser extent than simvastatin (Fig. 4B).
Moreover, the Rho kinase inhibitor Y-27632 also augmented
RhoB protein levels moderately. Interestingly, both toxin B and
Y-27632 induced a similar increase in RhoB mRNA levels (Fig.
4C). Taken together, these observations suggest that the in-
crease in RhoB mRNA expression induced by simvastatin could
be mediated by the impairment geranylgeranylated proteins,
among which Rho proteins are good candidates. However, the
higher extent of amplification of RhoB protein levels by simv-
astatin suggests that there may be translational or posttrans-
lational mechanisms that contribute to this effect.
Effect of Simvastatin on RhoB Protein Stability—RhoB pro-
tein degradation is an important process for the control of RhoB
protein levels (26). We then explored whether this process was
affected by simvastatin. In control cells, inhibition of protein
synthesis with cycloheximide lead to a rapid decrease in RhoB
protein levels, with less than 50% RhoB protein remaining
after 6 h (Fig. 5A). In contrast, in cells pre-treated with sim-
vastatin for 24 h, the decay of RhoB protein levels was signif-
icantly reduced, thus suggesting the contribution of posttrans-
lational events to simvastatin-elicited RhoB up-regulation.
Treatment with simvastatin at the time of cycloheximide ad-
dition did not result in increased RhoB levels (Fig. 5B). Also, in
these co-treatment experiments, the decay of RhoB levels was
not reduced, even when a concentration of 40 M simvastatin
was used (n  2, results not shown), thus making unlikely the
possibility of a direct interference of simvastatin with the ac-
tivity of cellular proteases.
Effect of Simvastatin on RhoB Subcellular Distribution and
Processing—Decreased degradation of RhoB in simvastatin-
treated cells could result from alterations in RhoB subcellular
localization and/or function due to impaired posttranslational
processing. To test this hypothesis we assessed the effect of
simvastatin on RhoB subcellular distribution and processing.
In confluent, serum-deprived BAEC, RhoB was predominantly
membrane-bound (Fig. 6A). In simvastatin-treated cells, the
amount of membrane-bound RhoB was significantly reduced,
whereas the increase in RhoB protein was exclusively localized
to the soluble fraction. Treatment with simvastatin also led to
a decrease in the electrophoretic mobility of RhoB protein,
which is indicative of the lack of posttranslational modification
FIG. 3. Effect of cholesterol availability and isoprenoid intermediates on RhoB protein and mRNA abundance. A, BAEC were
incubated with the indicated agents for 24 h and RhoB protein levels were estimated by immunoblot. Sv, 10 M simvastatin; Chol, 100 g/ml
cholesterol; Mv, 100 M mevalonic acid; FPP, 5 M farnesyl-pyrophosphate; GGPP, 5 M geranylgeranyl-pyrophosphate. Levels of RhoB protein
estimated by image scanning of ECL exposures, expressed in arbitrary units, are shown at the bottom. Results are representative of at least three
experiments. B, BAEC were treated with the indicated agents as above. RhoB mRNA levels were determined by Northern blot. Blots were
hybridized first with RhoB cDNA and reprobed with -actin cDNA. Lower panels depict the densitometric analysis of RhoB mRNA levels after
correction by the expression of -actin. Data are mean  S.E. of three independent experiments. *, p  0.05 versus simvastatin by Student’s t test.
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(26) (Fig. 6B). Thus, in simvastatin-treated cells, most of RhoB
protein is accumulated in the cytosol in its non-isoprenylated
form.
RhoB Isoprenylation Is Necessary for Degradation—To ascer-
tain whether the effect of simvastatin was related to the inhi-
bition of protein isoprenylation we first explored the ability of
the inhibitors of protein farnesyltransferase and geranylgera-
nyltransferase I, FTI-277 and GGTI-286, respectively, to in-
crease RhoB levels (Fig. 7A). We observed that FTI-277 slightly
increased the levels of RhoB protein and GGTI-286 induced a
3.8-fold increase of RhoB expression in BAEC (n  4). The
combination of the two inhibitors induced a potent increase in
RhoB protein levels, that was comparable with that attained
with simvastatin (8-fold increase, average of four experiments).
A similar effect of prenyltransferase inhibitors was observed in
NIH-3T3 fibroblasts (Fig 7A). We next evaluated whether non-
isoprenylated, cytosolic RhoB displays increased stability with
respect to the wild-type protein. For this purpose, we generated
wild-type and isoprenylation-deficient RhoB constructs and as-
sessed their subcellular localization and stability in transient
transfection experiments (Fig. 7B). GFP-HA-RhoBwt showed a
preferential perinuclear distribution when transfected in NIH-
3T3 fibroblasts, with a particulate pattern indicative of mem-
brane association. In contrast, GFP-HA-RhoB-C193S showed a
diffuse distribution, indistinguishable from that of GFP (data
not shown), typical of soluble proteins. Treatment of GFP-HA-
RhoBwt-transfected fibroblasts with simvastatin caused a re-
distribution of RhoB from the membrane-associated to the sol-
uble compartment. We next explored the effect of simvastatin
on the expression of transiently transfected wild-type and mu-
tant RhoB proteins by Western blot and detection with an
anti-HA antibody (Fig. 7C). Simvastatin potently increased the
levels of HA-RhoBwt, suggesting that its effect largely depends
on the RhoB coding sequence. The levels of HA-RhoB-C193S
expressed in cells were consistently higher than those of HA-
RhoBwt and were not further increased by simvastatin, sug-
gesting that inhibition of RhoB isoprenylation is required for
simvastatin effect. Finally, we estimated the half-life of both
proteins. As shown in Fig. 7D, HA-RhoBwt levels decayed
rapidly upon inhibition of protein synthesis, displaying a sta-
bility similar to that of endogenous RhoB (Fig. 5). In contrast,
HA-RhoB-C193S was markedly more stable. These results
show that RhoB isoprenylation is required for rapid turnover of
this protein.
DISCUSSION
The results presented in this work show that RhoB levels are
modulated by the cholesterol biosynthetic pathway. Down-reg-
ulation of this pathway either by means of HMG-CoA reductase
inhibitors or excess cholesterol is associated with an increase in
the amount of RhoB. This regulation occurs in part at the
mRNA level and largely at the protein level, because inhibition
of RhoB isoprenylation either by pharmacological or genetic
manipulation markedly reduces the degradation of this
protein.
The cholesterol biosynthetic pathway provides the isopre-
noid intermediates needed for the posttranslational modifica-
tion of G-proteins. Although protein isoprenylation is an irre-
versible modification, it is susceptible to a certain degree of
regulation, because the activity of the prenyltransferases may
be controlled by some growth factors and by the availability of
isoprenoids. The cholesterol pathway is subjected to a complex
feedback regulation (1), and it can be modulated by stress (39).
In recent years it has become evident that the activity of this
pathway may control the maturation of certain G-proteins such
as Ras, thus resulting in the regulation of Ras-mediated cellu-
FIG. 4. Effect of bacterial toxins on RhoB levels. BAEC were treated with the indicated agents for 24 h, and the levels of RhoB protein and
mRNA were assessed by Western (A and B) or Northern blot (C). PTX, 0.5 g/ml pertussis toxin; CTX, 0.5 g/ml cholera toxin; ToxB, 0.5 ng/ml
toxin B from Clostridium difficile; C3, 50 g/ml Clostridium botulinum C3 exoenzyme; Y-27632, 5 M Rho-associated kinase inhibitor, Sv, 10 M
simvastatin Results shown are representative of at least three experiments. Levels of RhoB protein and mRNA estimated as in Fig. 3 are expressed
in arbitrary units. *, p  0.05 versus simvastatin by Student’s t test.
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lar processes in response to cholesterol levels or cellular stress
(39, 40). In addition, several lines of evidence indicate that the
mevalonate pathway may influence the expression of other
members of the Ras superfamily, namely Ras1 and Ras2 in
yeast (23), and Rab5 and Rab7 in thyroid cells (24), through
mechanisms not yet completely elucidated.
The relationship between G-protein expression and choles-
terol metabolism may be bidirectional. In a recent report, cdc42
proteins have been involved in the regulation of cholesterol
efflux (41). In addition, in fibroblasts from patients with the
inherited disorder of lipid metabolism known as Tangier dis-
ease, characterized by cellular accumulation of cholesteryl es-
ters, the expression of several Rho proteins, including RhoB, is
increased (42). On this basis, a role for Rho proteins in choles-
terol transport has been hypothesized. Our results raise the
possibility that the observed increase in Rho proteins expres-
sion may be caused in part by the accumulation of cholesterol
in cells.
The mechanisms by which the mevalonate pathway regu-
lates RhoB appear to be multiple. Recently, mevalonate deple-
tion has been reported to result in an increase in RhoB mRNA
(25). However, the involvement of isoprenoid intermediates or
isoprenylated proteins in this effect has not been explored.
Here we have shown that inhibition of mevalonate biosynthesis
with simvastatin moderately up-regulates RhoB mRNA levels
and that this effect is prevented by GGPP. In addition, we have
observed that inhibition of Rho signaling by means of bacterial
toxins that target and inactivate Rho proteins (43) or by a Rho
kinase inhibitor, is also associated with a moderate increase in
RhoB protein and mRNA levels. These observations suggest
that geranylgeranylated proteins and, in particular, Rho pro-
teins, exert a negative feedback on RhoB mRNA expression in
endothelial cells. This interpretation is in accordance with pre-
vious studies that identified a negative role of RhoA and B on
the activity of the mouse RhoB promoter (29). Our results
indicate that the main effect of simvastatin on RhoB expression
takes place at a posttranslational level by reducing RhoB deg-
radation. This could occur through several mechanisms. Sim-
vastatin could affect the activity of proteolytic pathways within
the cell. In fact, statins have been reported to modulate the
activity of the proteasome (44, 45), a protein-degradation path-
way proposed to mediate RhoB turnover (26). However, the
effect of simvastatin on RhoB levels and stability was com-
pletely prevented by co-treatment with cycloheximide, thus
showing that de novo protein synthesis is required for its effect.
Moreover, inhibition of protein isoprenylation by using peptido-
mimetic inhibitors of prenyltransferases reproduced the effect
of simvastatin on RhoB levels. These observations suggest that
the effect of simvastatin is related to the inhibition of protein
isoprenylation rather than to a direct interference with cellular
proteases. Because the increase in RhoB protein elicited by
simvastatin occurs at the expense of non-prenylated cytosol-
partitioned RhoB, it could be hypothesized that the immature
cytosolic protein is a poorer substrate for proteases or it does
not localize to the appropriate cellular compartment for degra-
dation. This is supported by the fact that the Cys193Ser RhoB
mutant, which lacks the isoprenylation site and is cytosolic, is
markedly more stable than the wild-type protein. These obser-
vations indicate that isoprenylation of RhoB determines the
half-life of the protein. Interestingly, carboxyl methylation of
the isoprenylated cysteine in RhoA has been reported to reduce
its turnover (46), thus providing another example of the regu-
FIG. 5. Effect of simvastatin on RhoB protein degradation. A,
BAEC were treated in the absence (Ct) or presence of 10 M simvastatin
(Sv), as indicated. After 24 h, protein synthesis was blocked by addition
of 20 g/ml cycloheximide, and RhoB protein levels were estimated by
immunoblot at several time points after cycloheximide addition. ECL
exposures shown correspond to a 4-min exposure for Ct and a 30-s
exposure for Sv. Results shown in the lower panel are average values 
S.E. of three experiments. B, BAEC were treated in the absence (Ct) or
presence of 10 M simvastatin and/or 20 g/ml cycloheximide (CHX) for
24 h, and levels of RhoB were assessed by immunoblot.
FIG. 6. Effect of simvastatin on RhoB subcellular localization
and processing. BAEC were incubated in the absence or presence of
10 M simvastatin for 24 h. A, S100 (cytosol) and P100 (membrane)
fractions were obtained and 10 g from each fraction were analyzed by
immunoblot. B, electrophoretic mobility of RhoB protein present in cell
lysates from control (20 g of total protein/lane) or simvastatin-treated
cells (4 g/lane) was assessed by immunoblot. A lower amount of pro-
tein was analyzed in the case of simvastatin-treated cells to avoid the
lack of resolution caused by RhoB overexpression. Results are repre-
sentative of at least three experiments.
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lation of Rho protein stability as a function of their posttrans-
lational processing.
Whether the increased stability of unprenylated RhoB is
caused by changes in subcellular distribution, activity, or abil-
ity to interact with other cellular proteins will be the subject of
further studies. Although inhibition of RhoB isoprenylation
may abolish some of RhoB functions, like its cell transforming
ability (47) or the activation of the endothelin-1 promoter (10),
other functions could be conserved, as it has been described for
the activation of the serum-response element-dependent tran-
scription in overexpression experiments (47). Future work will
address whether unprenylated RhoB may have specific func-
tions or whether it behaves as a dominant-negative RhoB
protein.
In conclusion, we have found that RhoB mRNA levels and
protein stability can be regulated by the availability of isopre-
noid intermediates needed for protein modification. These find-
ings unveil the novel role of isoprenylation in the control of
RhoB protein degradation and may contribute to the under-
standing of the complex structure-function relationships of
RhoB posttranslational modifications.
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